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1 Einleitung 
	
1.1 Physiologie und Funktion des Lymphsystems 
Das	Lymphsystem	spielt	eine	wichtige	Rolle	in	der	Flüssigkeits-Homöostase	(Scallan	et	
al.,	2016)	der	Gewebe,	 in	der	Immunantwort	des	Körpers	sowie	 in	der	Metastasierung	
von	 Tumoren	 (Al-Rawi	 et	 al.,	 2005).	 Es	 bildet	 mit	 lymphatischen	 Organen	 wie	
Lymphknoten,	 Tonsillen,	 dem	 Peyerischen	 Patch,	 der	 Milz	 und	 dem	 Thymus	 das	
lymphatische	System	des	Menschen	(Oliver	and	Detmar,	2002).	In	fast	allen	Geweben	und	
Organen	 sind	 Lymphgefäße	 vorhanden,	 ausgenommen	 sind	 Epidermis,	 Knorpel	 und	
Kornea,	das	Zentralnervensystem,	die	Retina	und	der	Knochen	(Alitalo	et	al.,	2005).	Das	
Lymphsystem	 ist	 kein	 geschlossenes	 zirkuläres	 System,	 wie	 das	 Blutgefäßsystem	mit	
seinen	 Arterien	 und	 Venen,	 sondern	 es	 beginnt	 mit	 blind	 endenden,	 kleinen,	
dünnwandigen	Kapillaren	im	distalen	Bindegewebe.	Die	Lymphkapillaren	bestehen	aus	
einschichtig	angeordneten	Lymphendothelzellen,	welche	sich	teilweise	lose	überlappen	
und	so	intraendotheliale	Klappen	bilden,	die	den	Eintritt	von	Gewebeflüssigkeit,	Zellen	
(z.B.	dendritische	Zellen),	Lipiden	und	Makromolekülen	erlauben.	Die	Kapillaren	besitzen	
eine	perforierte,	unvollständige	Basalmembran	und	sind	durch	elastische	Filamente	mit	
ihrem	 umliegenden	 Gewebe	 verbunden,	 um	 bei	 erhöhten	 Gewebedrücken	 die	
Durchlässigkeit	der	Kapillaren	zu	erhöhen	(Karpanen	and	Alitalo,	2008).	Die	Kapillaren	
vereinigen	sich	zu	so	genannten	Präkollektoren,	die	wiederum	in	Kollektoren	übergehen.	
Der	histologische	Aufbau	der	Präkollektoren	ähnelt	dem	der	Kapillaren.	Sie	besitzen	eine	
gefensterte	Basalmembran	und	Filamente,	 die	 sie	 im	umliegenden	Gewebe	befestigen.	
Der	 Unterschied	 zu	 den	 Kapillaren	 liegt	 in	 den	 unregelmäßig	 in	 die	 Gefäßwand	
eingelagerten	 glatten	 Muskelzellen	 sowie	 in	 dem	 Vorkommen	 von	 Klappen	 im	
Gefäßverlauf.	Die	Abschnitte	des	Gefäßes,	in	denen	eine	dichte	Muskelschicht	vorhanden	
ist,	wechseln	 sich	mit	Bereichen	ab,	 in	denen	die	Muskelzellen	vereinzelt	 in	die	Wand	
eingestreut	sind.	Dieser	Wandaufbau	lässt	darauf	schließen,	dass	die	Präkollektoren	nicht	
nur	 für	 den	Weitertransport	 der	 Lymphe	 verantwortlich	 sind,	 sondern,	 dass	 es	 trotz	
Vorkommen	 von	 Muskelzellen	 und	 Klappen	 zur	 Flüssigkeits-	 und	 Proteinabsorption	
kommt	(Sacchi	et	al.,	1997).	Die	Kollektoren,	die	den	Präkollektoren	nachgeschaltet	sind,	
haben	 einen	 dreischichtigen	 Wandaufbau	 sowie	 eine	 kontinuierlich	 durchgängige	
Basalmembran.	Sie	besitzen	ebenso	wie	die	Präkollektoren	Klappen,	um	den	Rückfluss	
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der	Lymphe	zu	verhindern.	Diese	sind	regelmäßig	angeordnet	und	geben	dem	Gefäß	eine	
gewisse	Struktur	(Sacchi	et	al.,	1997).	Die	aus	der	unteren	und	linken	oberen	Körperhälfte	
kommende	Lymphe	mündet	im	linken	Venenwinkel	(Vena	jugularis		und	Vena	subclavia	
)	und	aus	der	rechten	oberen	Körperhälfte	kommend	im	rechten	Venenwinkel.		
	
1.2 Entwicklung des Lymphsystems 
Die	erste	Beschreibung	von	Lymphgefäßen	wurde	von	Gasparo	Asellius	1627	formuliert.	
Er	beschrieb	in	seinem	Buch	„milchige	Venen“	(Asellius,	1627).	Die	weitere	Erforschung	
der	Lymphgefäße	und	vor	allem	deren	Entwicklung	war	 lange	Zeit	schwierig,	da	es	an	
spezifischen	Markern	für	Lymphgefäße	mangelte.	Erst	durch	die	Entdeckung	von	Prox-1,	
einem	 Transkriptionsfaktor	 der	 eine	 wichtige	 Rolle	 in	 der	 Lymphangiogenese	 spielt	
(Wigle	 and	Oliver,	 1999)	 und	weiteren	Markern	wie	 Podoplanin,	 vascular	 endothelial	
growth	 factor	 receptor-3	 (VEGFR-3)	 und	 lymphatic	 vessel	 endothelial	 hyaluronen	
receptor-1	 (LYVE-1),	 konnten	 neue	 Erkenntnisse	 gewonnen	 werden.	 Anfang	 des	 20.	
Jahrhunderts	sorgten	zwei	Hypothesen	über	die	Entstehung	des	Lymphgefäßsystems	für	
Diskussionen.	Die	damals	von	Sabin	entwickelte	Hypothese	ist	bis	heute	anerkannt	(1902,	
1904).	 Sabin	 formulierte	 die	 Hypothese,	 basierend	 auf	 seinen	 Versuchen	mit	 Tusche-
Injektionen	an	Schweineembryos,	dass	sich	der	primäre	Lymphsack	durch	Aussprossen	
von	Endothelzellen	aus	kardialen	Venen	bildet	(Sabin,	1902).	Die	jugulären	Lymphsäcke	
entstehen	 in	der	 frühen	Entwicklung	 in	der	Vereinigungszone	von	Vena	subclavia	und	
Vena	 jugularis.	 In	 der	 weiteren	 Entwicklung	 bilden	 sich	 weitere	 Lymphsäcke	 in	 der	
Region	der	mesenterialen	Venen	und	retroperitoneal	an	der	Vena	cava	 inferior	(Sabin,	
1904).	 Die	 alternative	 Hypothese	 von	 Huntington	 et	 al.	 beschreibt,	 dass	 sich	 der	
Lymphsack	 unabhängig	 von	 den	 Venen	 im	 Mesoderm	 entwickelt	 und	 erst	 später	
Anschluss	 an	 die	 Venen	 erhält	 (Huntington,	 1914).	 Unterstützung	 bekommt	 diese	
Hypothese	durch	die	Arbeiten	von	Schneider	et	al.	und	Wilting	et	al.,	die	durch	Versuche	
an	 Vogelembryos	 den	 unabhängigen	 Ursprung	 des	 Lymphsystems	 beschrieben	
(Schneider	et	al.,	1999,	Wilting	et	al.,	2006).		
Die	Lymphangiogenese	beginnt	 in	Mäuseembryos	am	Embryonaltag	9.5	(E9.5)	mit	der	
Expression	von	Prox-1	in	einer	Subpopulation	von	Zellen	in	der	vorderen	kardialen	Vene	
(Wigle	 and	Oliver,	 1999).	 Diese	 Zellen	wandern	 in	 der	weiteren	 Entwicklung	 in	 einer	
polarisierten	Ordnung	in	die	Umgebung	aus	und	bilden	den	primären	Lymphsack.	Diese	
Entdeckungen	untermauern	die	Hypothese	von	Sabin	und	damit	des	venösen	Ursprungs	
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des	Lymphgefäßsystems.	Die	gerichtete	Aussprossung	der	Prox-1-positiven	Zellen	lässt	
darauf	 schließen,	 dass	 die	 Zellen	 einem	Signalgradienten	 folgen.	Die	Arbeitgruppe	um	
Karkkainen	konnte	 in	Versuchen	an	Mäuseembryos	zeigen,	dass	der	Wachstumsfaktor	
VEGF-C,	der	schon	am	Tag	E8.5	in	der	Region	der	Vena	jugularis	vorhanden	ist,	für	die	
Aussprossung	 der	 Prox-1	 positiven	 Zellen	 verantwortlich	 ist.	 In	 VEGF-C	 defizienten	
Mäusen	kommt	es	zu	keiner	Auswanderung	von	Prox-1-positiven	Zellen	aus	der	kardialen	
Vene	 (Karkkainen	 et	 al.,	 2004).	 VEGF-C	 vermittelt	 seine	 Wirkung	 durch	 den	
Tyrosinkinaserezeptor	3	 (VEGFR-3),	der	ein	Produkt	des	Transkriptionsfaktors	Prox-1	
ist.	In	der	frühen	Entwicklung	ist	VEGFR-3	auch	auf	Blutgefäßen	exprimiert,	wird	jedoch	
im	Laufe	der	Entwicklung	lymphendothelspezifisch	(Karkkainen	et	al.,	2004).	VEGF-C	ist	
nicht	verantwortlich	für	die	Differenzierung	der	Endothelzellen	in	Lymphendothelzellen,	
wohl	aber	für	die	Aussprossung	von	Prox-1-positiven	Zellen	und	spielt	eine	wichtige	Rolle	
bei	 der	 Entwicklung	 von	 Lymphgefäßen	 und	 von	 Lymphknotenmetastasen	 einiger	
maligner	 Tumore.	 Die	 Schlüsselfunktion	 der	 Differenzierung	 in	 Lymphendothelzellen	
lässt	 sich	 Prox-1	 zuschreiben.	 Es	 konnte	 an	 Prox-1-defizienten	 Mäusen	 zwar	 eine	
ungerichtete	Aussprossung	von	einigen	Zellen	am	Tag	E10,5	beobachtet	werden,	jedoch	
keine	weitere	Entwicklung	in	den	Lymphsack,	in	das	Lymphgefäßsystem	oder	Expression	
von	 Lymphspezifischen	 Markern	 wie	 LYVE-1,	 Podoplanin	 und	 VEGFR-3	 (Wigle	 et	 al.,	
2002).	LYVE-1	lässt	sich	am	Tag	E10.5	ebenfalls	in	den	Endothelzellen	der	kardialen	Vene	
detektieren.	Er	zeigt	anfänglich	eine	weniger	gerichtete	Expression	als	Prox-1,	 ist	aber	
nach	Aussprossen	der	Zellen	lymphendothelspezifisch	(Wigle	et	al.,	2002).	Die	Prox-1	und	
LYVE-1	positiven	Zellen	sprossen	aus	der	kardialen	Vene,	getriggert	durch	VEGF-C	und	
dessen	 Rezeptor	 VEGFR-3	 aus.	 Darauf	 hin	 kommt	 es	 zur	 Differenzierung	 in	
Lymphendothelzellen	 und	 Bildung	 des	 Lymphsacks,	 von	 dem	 aus	 die	 weitere	
Entwicklung	des	Lymphgefäßnetzes	ausgeht.	
	
1.3 Lymphspezifische Marker 
Die	 Erforschung	 des	 Lymphsystems	war	 lange	 Zeit	 schwierig,	 weil	 es	 an	 spezifischen	
Markern	zur	genauen	Unterscheidung	von	Blut-	und	Lymphgefäßen	fehlte.	Erst	durch	die	
Endeckung	der	Marker	VEGFR-3,	Prox-1,	Podoplanin	und	LYVE-1,	welche	alle	eine	starke	
Lymphspezifität	 aufweisen,	 konnte	 eine	 genaue	Beschreibung	 von	 Lymphgefäßen	 und	
ihrer	Entwicklung	vorangebracht	werden.		
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1.3.1 Vascular endothelial growth factor receptor-3 (VEGFR-3) 
Ein	Marker	in	der	Lymphangiogenese	sowie	in	der	Bestimmung	von	Lymphgefäßen	ist	
der	Tyrosinkinaserezeptor	VEGFR-3.	VEGFR-3	gehört	zur	Familie	der	Wachstumsfaktor-
Rezeptoren	wie	VEGFR-1	und	-2.	VEGFR-3	ist	ein	wichtiger	Faktor	während	der	frühen	
embryonalen	Entwicklung	des	Gefäßsystems.	VEGFR-3	knockout	Mäuse	sterben	am	Tage	
E.10	aufgrund	von	Herzkreislaufversagen	(Dumont	et	al.,	1998).	Das	anfängliche	duale	
Vorhandensein	von	VEGFR-3	auf	Blut-	und	Lymphgefäßen	verändert	sich	 im	Laufe	der	
Entwicklung	durch	eine	verminderte	Expression	auf	Blutgefäßen	und	einer	Zunahme	auf	
den	Lymphgefäßen,	sodass	VEGFR-3	als	lymphgefäßspezifisch	angesehen	werden	kann	
(Kaipainen	 et	 al.,	 1995).	 Die	 Liganden	 des	 Rezeptors	 VEGFR-3	 sind	 die	
Wachstumsfaktoren	VEGF-C	und	D,	welche	wichtige	Mediatoren	der	Lymphangiogenese	
aber	auch	Angiogenese	sind	(Kukk	et	al.,	1996).	Witmer	und	Kollegen	untersuchten	den	
Einfluss	von	VEGFR-3	in	der	Angiogenese	im	adulten	Gewebe.	Sie	konnten	zeigen,	dass	es	
durch	Stimulation	von	VEGF-A	in	der	avaskulären	Kornea	des	Affen	zur	Ausbildung	von	
VEGFR-3	positiven	Gefäßen	kam.	Im	Glioblastom	und	Kolonkarzinom	konnten	Witmer	et.	
al	VEGFR-3	positive	Gefäße	um	Nekroseareale	nachweisen.	Aufgrund	der	Beobachtungen	
beschrieben	Sie	eine	Beteiligung	von	VEGFR-3	an	der	Angiogenese	nicht	nur	während	der	
embryonalen	Entwicklung	sondern	auch	im	adulten	Gewebe	(Witmer	et	al.,	2001).		
1.3.2 Podoplanin 
Podoplanin	 ist	 ein	 38	 kDa-transmembranes	 Glykoprotein,	 welches	 vornehmlich	 auf	
Lymphendothelzellen	exprimiert	wird,	aber	nicht	auf	Blutgefäßen	(Breiteneder-Geleff	et	
al.,	 1999).	 Erstmals	 wurde	 Podoplanin	 auf	 Podocyten	 der	 Niere	 beschrieben	
(Breiteneder-Geleff	et	al.,	1997).	In	anderen	Geweben	wie	Skelettmuskel,	Plazenta,	Lunge,	
Herz,	Mesothelzellen	 und	Osteoblasten	wird	 Podoplanin	 ebenfalls	 exprimiert	 (Martin-
Villar	et	al.,	2005).	Podoplanin	wird	eine	wichtige	Rolle	in	der	Entwicklung	der	Lunge	vor	
allem	 der	 Epithelzellen	 Typ	 1	 der	 Alveolen	 zugeschrieben,	 da	 Podoplanin	 defiziente	
Mäuse	nach	der	Geburt	an	Lungenversagen	sterben	(Ramirez	et	al.,	2003).	Auch	scheint	
Podoplanin	 einen	 wichtigen	 Einfluss	 auf	 die	 Organisation	 und	 Transportfunktion	 des	
Lymphsystems	 zu	 haben.	 Schacht	 et	 al.	 konnten	 nachweisen,	 dass	 in	 Podoplanin	
defizienten	Mäusen	 die	 Architektur	 des	 Lymphgefäßnetzes	 und	 der	 Transport	 gestört	
waren.	Es	zeigte	sich,	dass	das	Blutgefäßsystem	im	Gegensatz	zum	Lymphsystem	durch	
das	 Fehlen	 von	 Podoplanin	 nicht	 beeinträchtig	 wurde	 (Schacht	 et	 al.,	 2003).	 In	 einer	
neueren	 Studie	wurde	Podoplanin	 auf	 aus	 dem	Knochenmarkt	 isolierten	 Stammzellen	
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nachgewiesen.	 Diese	 Zellen	 sollen	 eine	 wichtige	 Quelle	 für	 die	 sogenannte	
Lymphendothel-Progenitorzellen	 darstellen	 (Park	 et	 al.,	 2011).	 Die	 Expression	 von	
Podoplanin	 ist	 in	 einigen	 malignen	 Tumoren	 wie	 dem	 Plattenepithelkarzinom,	 im	
Mesotheliom	aber	auch	in	Tumoren	des	ZNS	heraufreguliert	und	scheint	einen	Einfluss	
auf	das	invasive	Wachstum	der	Tumore	zu	nehmen	(Wicki	and	Christofori,	2007).		
1.3.3 Prospero related homebox Gen-1 (Prox-1) 
Prox-1	 ist	 ein	 Transkriptionsfaktor.	 Er	 stellt	 das	 Homologon	 zu	 dem	 Homeobox	 Gen	
Prospero	der	Drosophila	Fliege	dar.	Expressionsanalysen	haben	gezeigt,	dass	Prox-1	eine	
wichtige	Rolle	 in	der	Entwicklung	verschiedener	Gewebe	wie	der	Linse	des	Auges,	des	
Herzens,	 der	 Leber	 und	 des	 Zentralen	Nervensystems	 spielt	 (Oliver	 et	 al.,	 1993).	Wie	
schon	im	vorherigen	Abschnitt	beschrieben,	lässt	sich	Prox-1	in	einer	Subpopulation	von	
Zellen	der	kardialen	Vene	nachweisen,	welche	durch	das	Aussprossen	die	Ausgangszellen	
des	 Lymphsystems	 bilden.	 Weil	 Prox-1	 in	 verschiedenen	 Transkriptionswegen	
eingeschaltet	ist	und	die	Proliferation	und	Differenzierung	von	Zellen	kontrolliert,	wird	
Prox-1	 eine	 tumorsuppressive	 Funktion	 und	 bei	 Fehlen	 eine	 onkogene	 	 Funktion	
zugeschrieben	(Elsir	et	al.,	2010).	Betschinger	et	al.	konnten	zeigen,	dass	das	Drosophila	
homologon	 zu	 Prox-1,	 Prospero	 einen	 tumorsuppressiven	 Effekt	 hat,	 da	 es	 die	
Selbsterneuerung	 von	 Neuoblasten	 im	 ZNS	 der	 Drosophila	 Fliege	 kontrolliert.	 In	
Abwesenheit	von	Prospero	kam	es	zur	Bildung	von	Hirntumoren	im	ZNS	der	Drosphila	
Fliege	(Betschinger	et	al.,	2006).	Prox-1	wird	eine	ähnliche	Funktion	in	der	Karzinogenese	
beim	Menschen	zugeschrieben.	Im	hepatozellulären	Karzinom	konnte	eine	verminderte	
Expression	von	Prox-1	beschrieben	werden	(Shimoda	et	al.,	2006),	wo	hingegen	in	der	
Karzinogenese	 von	 kolorektalen	 Karzinomen	 eine	 Zunahme	 von	 Prox-1	 beobachtet	
wurde	(Petrova	et	al.,	2008).	Die	Expression	von	Prox-1	in	Gliomen	des	ZNS	scheint	einen	
Einfluss	 auf	 die	 Prognose	 und	 das	 Überleben	 der	 Patienten	 zu	 haben.	 Im	Glioblastom	
konnte	im	Gegensatz	zu	einem	Astrozytom	Grad	2	eine	erhöhte	Expression	von	Prox-1	
nachgewiesen	werden	(Elsir	et	al.,	2011).	
1.3.4 Lymphatic vessel endothelial hyaluronen Receptor-1 (LYVE-1) 
LYVE-1	ist	ein	Transmembran	Protein	und	gehört	zur	Familie	der	Link	Proteine.	LYVE-1	
ist	 lymphgefäßspezifisch	und	homolog	zu	dem	Hyaluronsäure	Rezeptor	CD44,	welcher	
vornehmlich	 auf	 Epithelzellen	 und	 Leukozyten	 exprimiert	 wird	 (Banerji	 et	 al.,	 1999).	
LYVE-1	wird	eine	Funktion	in	der	Aufnahme	von	Hyaluronsäure	und	Leukozyten	in	die	
Lymphgefäße	zugeschrieben	(Prevo	et	al.,	2001).	Die	Expression	von	LYVE-1	beginnt	früh	
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in	 der	 Entwicklung,	 gemeinsam	 mit	 der	 Expression	 von	 Prox-1.	 In	 LYVE-1	 knockout	
Mäusen	 konnte	 hingegen	 keine	 Veränderung	 in	 der	 Entwicklung	 und	 Funktion	 des	
Lymphsystems	nachgewiesen	werden	(Gale	et	al.,	2006).		
	
1.4 Mesenchymale Stammzellen (MSC) 
Mesenchymale	 Stammzellen	 sind	 multipotente	 Zellen,	 die	 zur	 Selbsterneuerung	 und	
unter	 bestimmten	 Bedingungen	 zur	 Ausdifferenzierung	 in	 verschiedene	 Gewebe	 fähig	
sind	(Horwitz	et	al.,	2005).	Im	19.	Jahrhundert	studierte	der	deutsche	Pathologe	Cohneim	
in	 Tierversuchen	 die	 Wundheilung	 und	 beobachtete,	 dass	 Fibroblasten	 aus	 dem	
Knochenmark	 in	 die	 Wunde	 einwanderten	 und	 beschrieb	 das	 Knochenmark	 als	 ein	
mögliches	 Reservoir	 für	 nicht	 hämatopoetische	 Stammzellen	 (Prockop,	 1997).	
Friedenstein	 kultivierte	 Knochenmarkaspirationen	 in	 Zellkulturflaschen.	 Die	 adhärent	
wachsenden	Zellen	waren	zur	Zellteilung	und	Bildung	von	Knochen-	und	Knorpelgewebe	
fähig.	Sie	waren	multipotent	und	in	der	Lage,	sich	zu	Osteoblasten	und	Chondrozyten	zu	
differenzieren	 (Friedenstein	 et	 al.,	 1966).	 In	weiteren	 Studien	 konnte	 gezeigt	werden,	
dass	 diese	 mesenchymalen	 Stammzellen	 unter	 bestimmten	 Bedingungen	 auch	 zur	
Differenzierung	in	Adipozyten,	Tenozyten,	Myozyten,	Endothelzellen	und	Neuronen	fähig	
sind	(Pittenger	et	al.,	1999,	Wakitani	et	al.,	1995,	Woodbury	et	al.,	2000).	Nicht	nur	aus	
dem	Knochenmark	konnten	mesenchymale	Stammzellen	isoliert	werden;	es	zeigte	sich,	
dass	 auch	 in	 anderen	 Geweben	 wie	 im	 Fettgewebe,	 in	 der	 Amnionflüssigkeit,	 dem	
Periosteum	 und	 im	 fetalen	 Gewebe	 mesenchymale	 Stammzellen	 vorhanden	 sind	
(Campagnoli	et	al.,	2001,	Nakahara	et	al.,	1991,	Zuk	et	al.,	2002).	Bis	heute	 fehlt	es	an	
einzelnen	 spezifischen	 Markern	 zur	 Identifizierung	 von	 MSC.	 Es	 ist	 viel	 mehr	 eine	
Kombination	 aus	 dem	 Vorhandenensein	 und	 dem	 Fehlen	 bestimmter	Marker,	 die	 zur	
Beschreibung	von	MSC	herangezogen	werden.	Adulte	mesenchymale	Stammzellen	sind	
negativ	 für	die	hämatopoetischen	Marker	CD45,	CD34,	CD14,	CD11b,	CD79,	CD19	und	
HLA-DR,	aber	positiv	für	die	Stammzellmarker	CD105,	CD90,	CD73,	CD106	(Dominici	et	
al.,	2006).	Mesenchymale	Stammzellen	können	durch	von	geschädigtem	oder	malignem	
Gewebe	sezernierten	Stoffen	wie	Chemokinen	aus	dem	Knochenmark	mobilisiert	werden	
und	in	das	Gewebe	einwandern.	Dort	tragen	sie	zur	Regeneration	und	Vaskularisation	bei.	
Jackson	und	Kollegen	untersuchten	das	Verhalten	von	MSC	nach	Transplantation	in	ein	
durch	einen	Herzinfarkt	geschädigtes	Gewebe	und	konnten	zeigen,	dass	die	MSC	an	der	
Regeneration	 des	 Gewebes	 ihren	 Anteil	 hatten	 (Jackson	 et	 al.,	 2001).	 Eine	 andere	
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Arbeitsgruppe	konnte	ähnliche	Vorgänge	nach	einem	 ischämischen	Hirninfarkt	zeigen.	
Hier	 wanderten	 MSC	 in	 das	 geschädigte	 Hirngewebe	 ein	 und	 es	 kam	 zu	 einer	
Verbesserung	der	Symptome	(Chen	et	al.,	2001).	Durch	dieses	Migrationsverhalten	sind	
MSC	mögliche	Vektoren	für	zielgerichtete	Gentherapie	von	malignen	Tumoren	wie	dem	
Glioblastom.	Schichor	und	Kollegen	untersuchten	das	Migrationsverhalten	von	MSC	und	
konnten	zeigen,	dass	unter	anderem	der	Wachstumsfaktor	VEGF-A	ein	wichtiger	Faktor	
für	 die	 Einwanderung	 von	 MSC	 in	 das	 maligne	 Glioblastom	 darstellt	 (Schichor	 et	 al.,	
2006).	 VEGF-A	 wird	 vom	 Glioblastom	 sezerniert	 und	 scheint	 nicht	 nur	 einen	 großen	
Einfluss	 auf	 das	 Migrationsverhalten	 von	 MSC,	 sondern	 ebenfalls	 auf	 die	 starke	
Vaskularisation	des	Tumor	zu	haben	(Kargiotis	et	al.,	2006).	In	der	Lymphangiogenese	
scheinen	die	MSC	ebenfalls	eine	Rolle	zu	spielen.	Conrad	und	Kollegen	konnten	zeigen,	
dass	 MSC	 unter	 Kultivierung	 mit	 Überstand	 von	 Lymphendothelzellen	 und	 VEGF-C	
bestimmte	 Lymphendothelzellemarker	wie	 Podoplanin	 oder	 Prox-1	 exprimierten	 und,	
dass	 sich	 im	 Mausmodel	 nach	 Injektion	 von	 MSC	 in	 ein	 artifizielles	 Lymphödem	 der	
Abfluss	der	Lymphe	im	Gegensatz	zur	Kontrollgruppe	besserte	(Conrad	et	al.,	2009).		
	
1.5 Glioblastoma multiforme 
Das	Glioblastom	ist	der	häufigste	maligne	Hirntumor	im	Erwachsenenalter.	Der	Tumor	
geht	von	den	Gliazellen/Astrozyten	des	Gehirns	aus	und	zählt	wie	die	Oligodendrogliome	
und	 Ependymome	 zu	 den	 neuroepithelialen	 Tumoren.	 In	 der	 aktuellen	 WHO	
Klassifikation	 von	 2016	 werden	 die	 ZNS	 Tumore	 neben	 ihrem	 histologischem	
Differenzierungsgrad	(Grade	I-IV)	auch	anhand	von	molekularen	Markern	wie	Isocitrat	
Dehydrogenase	 (IDH-mutant/IDH-wildtype)	 eingeteilt	 (Louis	 et	 al.,	 2016).	 Das	
Glioblastom	 ist	 ein	 hoch	 maligner,	 schnell	 und	 infiltrativ	 wachsender,	 sehr	 stark	
vaskularisierter	 Tumor.	 Die	 Therapie	 besteht	 in	 einer	 möglichst	 vollständigen	
chirurgischen	Entfernung,	die	auf	Grund	des	infiltrativen	Wachstums	meist	unmöglich	ist,	
sowie	in	adjuvanter	Radio-	und	Chemotherapie.	Die	Prognose	der	Patienten	ist	trotz	der	
Therapie	infaust.	Das	mediane	Überleben	liegt	bei	10-12	Monaten	(Sathornsumetee	et	al.,	
2007).	Das	Glioblastom	wird	auf	Grund	seiner	Entstehung	 in	das	primäre	Glioblastom,	
welches	 „de	novo“	entsteht	und	 in	das	 sekundäre	Glioblastom	welches	 sich	aus	einem	
low-grade	Astrozytom	entwickelt,	eingeteilt.	Das	primäre	Glioblastom	kommt	vor	allem	
bei	 älteren	Patienten	 vor,	 das	mediane	Erkrankungsalter	 liegt	 bei	 50-55	 Jahren.	Diese	
Tumore	 zeigen	 vor	 allem	 den	 molekularen	 Marker	 IDH-wildtype,	 welcher	 mit	 einer	
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deutlich	 schlechteren	 Prognose	 assoziiert	 ist	 (Cohen	 et	 al.,	 2013).	 	 Das	 sekundäre	
Glioblastom	 zeigt	 sich	 eher	 bei	 jüngeren	 Patienten.	 Hier	 liegt	 das	 mediane	
Erkrankungsalter	bei	40	 Jahren	(Dropcho	and	Soong,	1996,	Watanabe	et	al.,	1996).	 Im	
histologischen	 Schnitt	 zeigt	 sich	 die	 namensgebende	 Struktur	 des	 Glioblastoma	
mulitforme	aus	einem	Nebeneinander	von	Nekrosearealen	mit	vitalem	Tumorgewebe	mit	
hoher	Mitoserate	 und	 Zellpolymorphie.	Weitere	Malignitätskriterien	 des	 Glioblastoms	
sind	 seine	 sehr	 starke	 Vaskularisation	 und	 die	 weitgehende	 Chemo-	 und	
Radiotherapieresistenz,	die	zum	einem	mit	der	Hypoxie-assoziierten	Angiogenese	aber	
auch	 mit	 dem	 Vorhandensein	 von	 Tumorstammzellen	 in	 Verbindung	 gebracht	 wird	
(Hjelmeland	et	al.,	2011).		
	
1.6 Angiogenese im Glioblastoma multiforme 
Viele	Studien	beschäftigen	sich	mit	dem	Thema	der	Angiogenese	und	Vasculogenese	auch	
im	Bezug	auf	neue	Therapieoptionen	zur	Behandlung	des	Glioblastoms.	Die	Angiogenese	
beschreibt	 den	Vorgang	 der	 Entstehung	 von	neuen	Blutgefäßen	 ausgehend	 von	 schon	
vorbestehenden	 Blutgefäßen,	 die	 Vasculogenese	 hingegen	 die	 Entstehung	 von	
Blutgefäßen	 unabhängig	 von	 existierenden	 Blutgefäßen	 (Lyden	 et	 al.,	 2001).	 Beide	
Vorgänge	 scheinen	 einen	 Einfluss	 auf	 die	 starke	 Vascularisation	 des	 Glioblastoms	 zu	
nehmen.	Das	Glioblastom	ist	ein	Tumor,	in	dem	in	hohem	Maße	VEGF	exprimiert	wird.	
VEFG-A	und	seine	Rezeptoren	VEFGR-1	und	 -2	 sind	bekannte	Wachstumsfaktoren	der	
Angiogenese	in	der	embryonalen	Entwicklung	aber	auch	während	der	Neovascularistion	
(Plate	et	al.,	1992).	Hypoxie	innerhalb	des	Tumors,	vor	allem	aber	im	Randbereich	der	
Nekroseareale,	induziert	die	Synthese	von	HIT-1.	Dies	führt	zu	Transkription	von	VEGF	
und	 weiteren	 proangiogenen	 Faktoren	 wie	 SDF-1a	 (Zagzag	 et	 al.,	 2000),	 was	 zur	
Proliferation	und	Migration	von	Endothelzellen	und	Progenitorzellen	 führt.	VEGF-A	 ist	
bei	 der	 Rekrutierung	 von	 mesenchymalen	 Stammzellen	 in	 das	 Glioblastom	 beteiligt.	
Schichor	 et	 al.	 konnten	 nachweisen,	 dass	 durch	 VEGF-A	 getriggerte	 MSC	 in	 das	
Glioblastom	einwandern	und	so	mögliche	Faktoren	für	eine	antiangiogene	Therapie	sein	
könnten	 (Schichor	 et	 al.,	 2006).	 Bevacizumab	 ist	 ein	 monoklonaler	 Antikörper	 gegen	
VEGF-A,	 der	 in	 der	 Therapie	 verschiedener	 Tumore	 wie	 dem	 metastasierten	
Kolonkarzinom,	beim	Mammakarzinom,	beim	Gliobastoma	multiforme	eingesetzt	wird	
und	antiangiogene	Effekte	zeigt	(Braghiroli	et	al.,	2012,	Jubb	et	al.,	2006).	Bevacizumab	
ist	in	den	letzen	Jahren	zu	einem	Element	der	Therapie	bei	rezidivierenden	Glioblastomen	
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geworden	 (Nagpal	 et	 al.,	 2011).	 Den	 anfänglichen	 Optimismus	 trübende	 Beobachtung	
nach	Therapie	mit	Bevacizumab	 ist,	 dass	 es	 nach	der	Therapie	 zu	 einer	 Zunahme	der	
Invasivität	 sowie	 einer	wieder	 einsetzenden	Angiogenese	kommt.	Es	wird	 vermutetet,	
dass	der	Tumor	durch	Blockade	der	 verminderten	Angiogenese	durch	VEFG-A	andere	
Mechanismen	 aktiviert,	 die	 die	 so	 genannte	 „second	 wave	 of	 angiogenesis“	 fördern	
(Keunen	et	al.,	2011).	
	
1.7 Tumor-Lymph-Angiogenese 
Neben	 der	 Angiogenese	 hat	 auch	 die	 Lymphangiogenese	 einen	wichtigen	 Einfluss	 auf	
Malignität	 und	 Metastasierung	 vieler	 solider	 Tumore.	 Die	 Mechanismen	 die	 zur	
Lymphangiogenese	 und	 Lymphknotenmetastasierung	 führen	 sind	 Gegenstand	 vieler	
Studien.	 VEGF-C	 konnte	 durch	 Versuche	 von	 Karpanen	 et	 al.	 an	 VEGF-C	
überexprimierenden	 Brustkrebszellen	 eine	 wichtige	 Rolle	 in	 der	 Tumor-
Lymphangiogenese	nachgewiesen	werden	(Karpanen	et	al.,	2001).	Durch	die	Expression	
von	VEGF-C	zeigt	sich	eine	Zunahme	von	Lymphgefäßen	innerhalb	des	Tumors	sowie	eine	
Zunahme	der	Lymphknotenmetastasen	in	der	Peripherie	des	Tumors.	VEGF-C	vermittelt	
seine	 Wirkung	 durch	 VEGFR-3,	 welcher	 in	 der	 frühen	 Entwicklung	 auf	 Blutgefäßen	
exprimiert	 wird,	 später	 aber	 lymphgefäßspezifisch	 wird.	 Durch	 die	 Blockierung	 von	
VEGFR-3	konnten	He	und	Kollegen	eine	Verringerung	der	Lymphgefäße	 innerhalb	des	
Tumormodels	 (Bronchialkarzinom)	 und	 eine	 Verminderung	 der	
Lymphknotenmetastasen	zeigen	(He	et	al.,	2002,	He	et	al.,	2005).	Obwohl	das	Zentrale	
Nervensystem	 des	 Menschen	 eines	 der	 Gewebe	 des	 Menschen	 ist,	 welches	 keine	
Lymphgefäße	 aufweist,	 konnten	 im	 Glioblastom	 lymphgefäßspezifische	 Marker	 wie	
VEGFR-3	und	Podoplanin	nachgewiesen	werden	(Grau	et	al.,	2008).	Interleukin-3	(IL-3)	
stimuliert	 die	 Differenzierung,	 das	 Überleben	 und	 die	 Proliferation	 von	 pluripotenten	
hämatopoetischen	 Stammzellen.	 IL-3	 konnte	 ein	 stimulierender	 Einfluss	 auf	 die	
Expression	 von	 Prox-1	 und	 Podoplanin	 in	 Lymphendothelzellen	 (LEC)	 nachgewiesen	
werden	(Groger	et	al.,	2004).	
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2 Zielsetzung 
Durch	die	Beschreibung	von	Lymphgefäßmarkern	wie	VEGFR-3	und	Podoplanin	wurde	
die	 Hypothese	 eines	 möglichen	 lymphangiogenen	 Phänotyps	 neu	 gebildeter	 Gefäße	
innerhalb	des	Glioblastoms	formuliert.	Das	Ziel	dieser	Arbeit	ist,	vor	dem	Hintergrund	des	
lymphangiogenen	Phänotyps	maligner	Gliome	den	Zusammenhang	mit	mesenchymalen	
Progenitorzellen	zu	erforschen.	
	
Dazu	wurden	folgende	Fragestellungen	formuliert:	
	
• Besteht	 eine	 Expression	 von	 lymphangiogenen	 Markern	 im	 histologischen	
Gewebeschnitt	des	Glioblastoms?	
	
• Werden	 lymphangiogene	 Marker	 von	 mesenchymalen	 Stammzellen	 des	
Knochenmarks	gesunder	Probanden	exprimiert?		
	
• Haben	sezernierte	Faktoren	der	Glioblastomzellen	einen	Einfluss	lymphangiogene	
Marker	in	Knochenmark-isolierten	MSC	(bmMSC)	zu	induzieren?	
	
• Können	lymphangiogene	Marker	in	bmMSC	durch	IL-3	induziert	werden?
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3 Material/Methoden 
3.1 Geräte 
Gerätename	 Hersteller	
Axiovert	25	Mikroskop	 Zeiss	
Axioskop	2	Mikroskop	 Zeiss	
LSCM	SP2	Laser	Scanning	Konfokal	Mikroskop	 Leica	
PowerShot	A620	 Canon	
LightCycler	2.0	 Roche	
	
3.2 Zellen 
Im	 nachfolgenden	 Abschnitt	 werden	 die	 in	 dieser	 Arbeit	 verwendeten	 Zellreihen,	 die	
Bestimmung	 der	 Zellzahl,	 die	 Inkubation	 und	 die	 Isolierung	 der	 mesenchymalen	
Stammzellen	beschrieben.		
3.2.1 Glioblastomzellen/U87 
Für	die	Versuche	mit	Glioblastomzellen	wurde	die	Zelllinie	U87	MG	(ACCT)	verwendet.	
Die	Zellen	wurden	mit	10%igem	FCS	DMEM-Medium	in	Kulturflaschen	bei	37	°C	und	5	%	
CO2-angereicherter	Atmosphäre	bei	hoher	Luftfeuchtigkeit	im	Brutschrank	kultiviert.	Für	
die	Zusammensetzung	des	Mediums	 siehe	Punkt	3.3.1.2.	Das	Medium	wurde	alle	 zwei	
Tage	gewechselt.	 In	regelmäßigen	Abständen	mussten	die	Zellen	gesplittet	werden	um	
optimale	Wachstumsbedingungen	zu	schaffen.	Das	Medium	wurde	abpipettiert	und	die	
Zellen	mit	PBS-Puffer	gewaschen.	Um	die	Zellen	vom	Boden	der	Kulturflasche	zu	lösen	
wurden	die	Zellen	für	2-3	min	je	nach	Flaschengröße	mit	2-8	ml	Trypsin/EDTA	behandelt.	
Lösten	sich	die	Zellen	vom	Boden	ab,	wurden	sie	mit	der	doppelten	Menge	Medium	ohne	
Antibiotikazusatz	 aufgenommen	 und	 in	 ein	 50	 ml	 Falcon-Röhrchen	 gegeben.	 Die	
Zellsuspension	 wurde	 bei	 1200	 U/min	 für	 5	 min	 abzentrifugiert	 und	 der	 Überstand	
verworfen.	Das	gewonnene	Pellet	wurde	in	1	ml	Medium	aufgenommen.	Je	nach	Menge	
der	Zellen	wurden	die	Zellen	auf	zwei	oder	mehr	Kulturflaschen	aufgeteilt,	weggefroren	
oder	für	Versuche	auf	Objektträger	ausgesät.	Die	minimale	Zahl	von	Zellen,	die	zurück	in	
die	 Kulturflasche	 gegeben	 wurden,	 sollte	 nicht	 unter	 200.000	 Zellen	 bei	 einer	
mittelgroßen	Flasche	liegen.	
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3.2.1.1 Bestimmung	der	Zellzahl	
Um	 die	 Zellzahl	 zu	 ermitteln,	 wurden	 die	 Zellen	 mit	 Hilfe	 einer	 Zählkammer	 nach	
Neubauer	gezählt.	Dafür	wurde	eine	Verdünnungsreihe	mit	20	µl	Trypanblau	und	20	µl	
Zellsuspension	in	Mikrotiterplatten	angesetzt.	Von	dieser	Verdünnungsreihe	wurden	8-
10	µl	in	die	Zählkammer	gefüllt.	Alle	vier	äußeren	Quadranten	der	Zählkammer	wurden	
unter	dem	Mikroskop	ausgezählt	und	der	Mittelwert	M	der	vier	Quadranten	errechnet.	
Die	Zellzahl	wird	anhand	der	Formel	M	x	Verdünnung	x	104		errechnet.		
3.2.2 Mesenchymale Stammzellen 
Als	mesenchymale	Stammzellen	wurden	selbst	isolierte	mesenchymale	Stammzellen	aus	
dem	Knochenmark	(bmMSC)	verwendet.	Das	Protokoll	zur	Isolierung	der	Stammzellen	
ist	 im	 Labor	 etabliert.	 Die	 Knochenmarkspende	 erfolgte	 nach	 Aufklärung	 und	 einer	
Einverständniserklärung	des	Spenders.	Die	 isolierten	Stammzellen	wurden	nach	ihrem	
Herkunftsort,	dem	Knochenmark	und	ihrer	Charge	benannt.	In	dieser	Arbeit	wurde	mit	
den	 Stammzellreihen	 bone	 marrow	 BM6,	 BM7	 und	 BM8	 gearbeitet.	 Die	 isolierten	
mesenchymalen	 Stammzellen	 wurden	mit	 20%igem	 FCS	 DMEM-Medium	 bei	 37	 °C	 in	
Kulturflaschen	im	Brutschrank	kultiviert.	
3.2.2.1 Inkubation	 mesenchymaler	 Stammzellen	 mit	 tumor-konditioniertem	
Medium	
Die	 mesenchymalen	 Stammzellen	 wurden	 auf	 Objektträgern	 ausgesät.	 Auf	 die	
Objektträger	 wurde	 eine	 1:1	 Mischung	 aus	 20%igem	 FCS	 DEME-Medium	 und	 tumor-
konditioniertem	Medium	geben.	Die	Zellen	wurden	je	nach	Versuchsaufbau	für	2,	4	oder	
5	 Tage	 mit	 dieser	 Mischung	 aus	 20%igem	 FCS	 Medium	 und	 tumor-konditioniertem	
Medium	inkubiert.	Danach	wurden	die	Zellen	mittels	 Immuncytochemie	angefärbt,	um	
die	 Auswirkung	 des	 tumor-konditionierten	 Mediums	 auf	 die	 Expression	
lymphangiogener	Marker	zu	untersuchen.	
3.2.2.2 Isolierung	von	mesenchymalen	Stammzellen	
Produktname	 Hersteller	 Artikelnummer	
HistoPack	 Sigma	Aldrich	 H	8889	
Zellsieb	70µm	 BD	Bioscience	Falcon	 352350	
Zellsieb	40µm	 BD		Bioscience	Falcon	 352340	
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Das	 Knochenmark	wurde	mit	 PBS-Puffer	 versetzt	 und	 die	 Suspension	 über	 Filter	mit	
Porengröße	70	µm	in	ein	Falcon-Röhrchen	überführt.	Die	Suspension	wurde	erneut	über	
einen	 Filter	 mit	 Porengröße	 40	 µm	 in	 ein	 zweites	 Falcon-Röhrchen	 umgefüllt.	 Zur	
Anreicherung	 von	 mononukleären	 Zellen	 wurde	 die	 Zell-Medium-Suspension	 mit	
HistoPak	im	Verhältnis	2:1	aufeinander	geschichtet,	d.	h.	es	wurden	1	Teil	HistoPak	(15	
ml)	und	2	Teile	Zell-Medium-Suspension	(30	ml),	vorsichtig	aufeinander	geschichtet,	so	
dass	sich	die	Phasen	nicht	vermischt	haben.	Das	Falcon-Röhrchen	wurde	20	min	bei	12	
°C	und	1500	U/min	ohne	Bremse	zentrifugiert.	Es	bildeten	sich	drei	Phasen.	Die	mittlere	
Phase	wurde	vorsichtig	abgesaugt	und	in	ein	neues	Falcon-Röhrchen	überführt	und	mit	
10	ml	DMEM-Medium	(20%	FCS)	vermischt.	Das	Falcon	wurde	erneuert	für	10	min	bei	
12	°C	und	1500	U/min	zentrifugiert.	Der	Überstand	wurde	verworfen	und	das	Zellpellet	
in	 10	 ml	 DMEM	 aufgenommen.	 Es	 wurde	 erneut	 10	 min	 bei	 12	 °C	 und	 1500	 U/min	
zentrifugiert.	Das	Zellpellet	wurde	 in	10	ml	DMEM	resuspendiert	und	 in	 eine	mittlere	
Zellkulturflasche	 überführt.	 Um	 zu	 zeigen,	 dass	 es	 sich	 bei	 den	 isolierten	 Zellen	 um	
multipotente	Stammzellen	handelt,	wurden	Differenzierungsversuche	durchgeführt.	Die	
weitere	 Charakterisierung	 erfolgte	 über	 die	 Analyse	 der	 Oberflächenmarker	 mittels	
Durchflusszytometrie.	
3.3 Zellkultur 
Produktname	 Hersteller	 Artikelnummer	
Dulbeccos	MEM		 Biochrom	 F	0455	
MEM	NEAA	Mediumzusatz	 Invitrogen/Gibco	 11140-035	
Pen/Strep/Glut	Lösung	 Invitrogen/Gibco	 10378-016	
Trypsin/EDTA	(0.5%/0,2%)	 Biochrom	 L	2153	
FCS	Fötales	Kälberserum	 Biochrom	 S	0115	
PBS	Puffer	 	 	
Zellkulturflasche		 TPP	 90026	
Zentrifugenröhrchen	PP	Falcon	15	ml	 TPP	 91015	
Zentrifugenröhrchen	PP	Falcon	50	ml	 TPP	 91051	
Zählkammer	nach	Neubauer	 Roth	 T728.1	
Deckglas	24x50	mm	 VWR/Merck	 631-0146	
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3.3.1 DMEM 10% und 20% FCS Medium 
Das	10%	FSC	DME-Medium	wurde	wie	folgt	zusammengesetzt.		
• 			440	ml	Dulbecco’s	MEM-Grundmedium		
• +	5,0	ml	MEM	NEAA	
• +	5,0	ml	Pen/Strep/Glut	
• +	50	ml	FCS	(für	10%)	oder	+	100	ml	FCS	(für20	%)	
3.3.2 Tumor-konditioniertes Medium 
U87	Zellen	wurden	 in	große	Zellkulturflaschen	ausgesät	und	über	Nacht	mit	10%	FCS	
DMEM	Medium	im	Brutschank	bei	37	°C	inkubiert.	Am	nächsten	Tag	wurde	das	Medium	
abgenommen	 und	 verworfen.	 Die	 Zellen	wurden	mit	 PBS	 gewaschen.	Nun	wurde	 den	
Zellen	ein	Medium	ohne	FCS	gegeben	und	ein	bis	zwei	Tage	inkubiert.	Das	Medium	wurde	
abgenommen	und	bei	 1500	U/min	5	min	 zentrifugiert	 um	Zellreste	 zu	 entfernen.	Der	
Überstand	wurde	in	5	ml	Aliquots	abgefüllt	und	eingefroren.	
3.3.3 DMEM Medium mit IL-3 Zusatz 
Für	den	IL-3	Medium	Zusatz	wurde	eine	0,1%ige	BSA/PBS-Lösung	hergestellt.	0,5%	BSA	
wurden	mit	 50	ml	 PBS	 vermischt,	 dies	 ergab	 eine	 1%ige	 Lösung.	 Von	 dieser	 Lösung	
wurden	 2	 ml	 in	 18	 ml	 PBS	 gegeben,	 was	 einer	 0,1%igen	 Lösung	 entsprach.	 Von	 der	
0,1%igen	Lösung	wurden	100	µl	mit	10	µl	IL-3	vermischt.	Pro	Milliliter	Medium	wurden	
1	µl	IL-3	0,1%ige	BSA/PBS-Lösung	verwendet.	
3.3.4 Co-Kultur U87 und mesenchymale Stammzellen 
Um	die	direkte	Beeinflussung	der	mesenchymalen	Stammzellen	durch	Tumorzellen	des	
Glioblastoms	 zu	 untersuchen,	 wurden	 Co-Kulturversuche	 angesetzt.	 Dazu	 wurden	 die	
Zellen	 in	 einer	 6-Well-Co-Kulturschale	 ausgesät.	 In	 die	 untere	 Schale	 wurden	 die	
mesenchymalen	 Stammzellen	 und	 in	 die	 obere	 die	 U87-Tumorzellen	 ausgesät.	 Beide	
Zellreihen	wurden	mit	 20%igem	DMEM-Medium	behandelt	 und	 dieses	 alle	 zwei	 Tage	
gewechselt.	
3.4 Differenzierungsassay 
Produktname	 Hersteller	 Artikelnummer	
Dexamethasone	 Sigma	 D-4902	
Indomethacin	 Sigma	 I-7378	
Isobutylmethyanthin	 Sigma	 I-7018	
Material/Methoden	
	 15	
Oil	Red	O	 Sigma	 O-0625	
L-Ascorbic	Acid	 Sigma	 A-5960	
Silver	nitrat	 Sigma	 S-6506	
Sodium	Thiosulfat	 Sigma	 S-7026	
Neural	Red	Solution	 Sigma	 N-2889	
ß-Glycerophospate	 Fluka	 50020	
Insulin	 Sigma	 I-9278	
Petrischalen	 	 	
	
Die	 Differenzierungsfähigkeit	 der	 isolierten	 Stammzellen	 zur	 Osteo-	 und	 Adipogenese	
wurde	durch	Inkubation	mit	verschiedenen	Medien	getestet.	Für	jede	der	drei	Zelllinien	
BM6,	BM7	und	BM8	wurden	6	Petrischalen	mit	 je	50.000	Zellen	ausgesät.	 Je	2	Schalen	
wurden	mit	4	ml	FCS	DMEM-Medium	20%	FCS	ohne	Zusätze	behandelt.	Zwei	wurden	mit	
4	ml	20%igen	FCS	DMEM	Medium	mit	Zusätzen	für	Osteogenese	und	zwei	Schalen	mit	4	
ml	Medium	mit	Zusätzen	für	Adipogenese	behandelt.	Alle	zwei	Tage	wurde	das	Medium	
gewechselt	und	die	Zellmorphologie	unter	dem	Mikroskop	kontrolliert.	
	
Osteogenese	Medium:		
• 100	ml	20%iges	FCS	DMEM	Medium	
• 10	µl	Dexamethason	
• 1	ml	ß-Glycerophosphat	
• 100	µl	L-Ascorbic	Aicd	
	
Adipogenese	Medium:	
• 100	ml	20%iges	FCS	DMEM	Medium	
• 100	µl	Dexamethasone	
• 10	µl	Isobutylmethylxanthine	
• 150	µl	Indomethacin	
• 100	µl	Insulin	
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3.4.1 Färbung der Differenzierungsassays 
Um	 die	 Differenzierung	 hin	 zu	 Osteoblasten	 mit	 Bildung	 von	 Calcium-Depots	 und	
Adipozyten	 mit	 der	 Einlagerung	 von	 Fetttropfen	 zu	 zeigen,	 wurde	 die	 nachfolgend	
beschrieben	Färbungen	durchgeführt.	
3.4.1.1 Osteogense	
Das	Medium	wurde	abpipettiert	und	die	Zellen	mit	4%igem	PFA	pro	Petrischale	für	30	
min	bei	Raumtemperatur	inkubiert.	Nach	dreimaligem	Waschen	mit	Aqua	dest.	wurden	
die	Zellen	mit	einer	Silbernitrat-Lösung	(0,25	mg	Silbernitrat	in	20	ml	Aqua	dest.)	unter	
UV-Licht	für	60	min	behandelt.	Vor	dem	nächsten	Schritt	wurde	erneut	einmalig	mit	Aqua	
dest.	gewaschen	und	die	Zellen	nun	mit	einer	5%igen	Natriumthiosulfat-Lösung	für	10	
min	inkubiert.	Nach	dreimaligem	Waschen	mit	Aqua	dest.	wurden	die	Zellen	für	8	min	mit	
Neutral	Red	Solution	behandelt	und	erneut	mit	Aqua	dest.	gewaschen	und	getrocknet.		
3.4.1.2 Adipogenese	
Das	Medium	wurde	abpipettiert	und	die	Zellen	mit	4%igem	PFA	bei	Raumtemperatur	
fixiert.	 Nach	 einmaligem	 Waschen	 mit	 PBS-Puffer	 wurden	 die	 Zellen	 für	 10	 min	 mit	
60%igem	Isopropanol	(60	ml	Isopropanol	+	40	ml	Millipore	Wasser)	behandelt.	Nach	30	
min	Trocknen	wurden	die	Zellen	mit	Oil-Red-O-Arbeitslösung	gefärbt.		
• Oil-Red-O-Arbeitslösung:	 700	mg	Oil	Red	O	+	200	ml	 Isopropanol	 gut	mischen.	
Davon	werden	60	ml	mit	40	ml	Aqua	dest.	gemischt	und	20	min	stehen	gelassen.	
Hiervon	werden	30	ml	über	einen	Filter	auf	die	Zellen	gegeben.	
Die	 Oil-Red-O-Arbeitslösung	 wurde	 für	 10	 min	 auf	 den	 Zellen	 belassen.	 Nach	 dem	
Abgießen	der	Oil-Red-O-Arbeitslösung	wurden	die	Zellen	mit	Aqua	dest.	gewaschen	und	
getrocknet.	 Die	 angefärbten	 Zellen	 wurden	 zur	 Dokumentation	 der	 stattgefundenen	
Differenzierung	 unter	 dem	 Mikroskop	 mit	 einer	 PowerShot-Kamera	 von	 Canon	
fotografiert.	
3.5 Durchflusszytometrie zur Bestätigung der mesenchymalen Stammzellmarker 
Mittels	 Durchflusszytometrie	 können	 bestimmte	 Oberflächenmarker	 von	 einzelnen	
Zellen	 bestimmt	 werden.	 In	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 wurde	 die	 Durchflusszytometrie	
neben	 den	 Differenzierungs-Versuchen	 zur	 Bestimmung	 der	 selbst	 isolierten	
mesenchymalen	Stammzellen	angewandt.	Die	Zellen	wurden	auf	die	Oberflächenmarker	
CD45,	CD90,	CD105,	CD31	und	CD34	untersucht.	Nach	Lösen	der	Zellen	vom	Boden	der	
Kulturflasche	mit	Trypsin/EDTA	wurden	diese	in	ein	Falkon-Röhrchen	überführt	und	bei	
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1200	U/min	für	5	min	zentrifugiert.	Der	Überstand	wurde	verworfen	und	das	Pellet	in	
PBS	mit	1%	BSA	resuspendiert	und	mit	dem	Fluoreszenzfarbstoff-markierten	Antikörper	
für	30	min	bei	Raumtemperatur	inkubiert.	Die	Zellen	wurden	zweimal	mit	PBS	gewaschen	
und	 mit	 Propidiumiodid	behandelt.	 Anschließend	 erfolgte	 die	 Messung	 in	 dem	 FACS	
Calibur. 
3.6 Antikörper für FACS 
Antikörper	 Hersteller	 Artikelnummer	
CD45	 Serotec	 MAC87PE	
CD90	 Serotec	 MAC90PE	
CD105	 Serotec	 MAC1557PE	
CD31	 Serotec	 MAC1738PE	
CD34	 BD	 555822	
Mouse	IgG1	PE	 Serotec	 MAC928PE	
IgG2a	PE	 Serotec	 MAC929PE	
	
3.7 Antikörper für die Immunzyto- und Immunhistochemie 
Antikörper	 	 	 Hersteller	 Artikelnr.	 Menge	
Prox-1	 rabbit	IgG	 polyclonal	 Abcam	 ab119401	 	
VEGF-R3	 rabbit	IgG	 polyclonal	 Abcam	 ab15295	 2	µg/ml	
Podoplanin	 mouse	IgG1	 monoclonal	 Acris	 DM3500P	 0,5	ng/ml	
LEVE-1	 rabbit	IgG	 polyclonal	 Arcis	 DP3500PS	 0,5	mg/ml	
CD90	 mouse	IgG1	 monoclonal	 Dianova	 DIA100	 0,2	ng/ml	
CD105	 mouse	IgG1	 monoclonal	 Serotec	 MCA155t	 	
IgG1	 mouse	IgG1	 monoclonal	 Chemicon	 CBC309	 0,5	ng/ml	
IgG2a	 Mouse	
IgG2a	
monoclonal	 Serotec	 MCA691	 0,1	ng/ml	
	
3.8 Floureszenz-Antikörper 
Produktname	 	 Hersteller	 Artikelnr.	 Menge	
Texas	Red	 	 Vector	Labs	 TI-1000	 1,5	mg/ml	
Fitc	 	 Sigma	 F9137	 	
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Alex	Flour	488	 goat	anti-rabbit	IgG	 Invitrogen	 A11034	 2	mg/ml	
Alex	Flour	647	 goat	anti-rabbit	IgG	 Invitrogen	 A11001	 2	mg/ml	
VEGF-R3	 goat	IgG	 R+D	 AF349	 0,2	mg/ml	
CD90-PE	 	 Serotec	 	 	
	
3.9 Immunzytochemie 
Produktname	 Hersteller	 Artikelnummer	
DAB+Substrat-Chromogen	 Dako	 K	3468	
ACE	Substrat-Chromogen	 Dako	 K	3464	
Universal	LSAB	Plus	Kit	 Dako	 K	0690	
Antibody	Diluent	 Dako	 S	3022	
Protein	Block	 Dako	 X	0909	
Peroxidase	Blocking	reagent	 Dako	 S	2001	
Biotinylated	Link	 Dako	 0675	
Eosin	 Dako	 HAT	110-1128	
Methanol	reinst	 Roth	 8388.1	
Hisol	 Roth	 6640.1	
2-Propanol	 Roth	 9866.1	
Aceton	 VWR/Meck	 179124	
Brij	24	Lösung	 VWR/Merck	 1.01894.0100	
Mayer’s	Hämalaun	Lösung	 VWR/Merck	 1.09249.0500	
Entallan	 VWR/Merck	 1.07961.0100	
OT	Superfrost	Ultra	Plus	76x26	mm	 Wagner&Munz	 J3800AMNZ	
Markierungsstift	 PAP	 Pen	
Hydrophob	
Wagner&Munz	 -888	
Tris	 Sigma	 T1503	
Nacl	0,3	M	 VWR/Merck	 1.06404.1000	
	
Die	Immunzytochemie	dient	dem	Nachweis	von	Proteinen,	welche	mittels	spezifischen	
Antikörpern	mit	einem	Chromogen	oder	Fluoreszenzfarbstoff	gekoppelten	sekundären	
Antikörpern	sichtbar	gemacht	werden	können.	
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Die	Zellen	wurden	auf	Objektträger	ausgesät	und	über	Nacht	inkubiert.	Nach	Abwaschen	
nicht	angewachsener	Zellen	wurden	die	Zellen	mit	4%	PFA	fixiert.	Nun	wurden	die	Zellen	
für	10	min	mit	Peroxidase-Blocking-Reagenz	bei	Raumtemperatur	für	10	min	inkubiert	
und	mit	 PBS	 gewaschen.	Um	die	 unspezifische	Bindung	der	Antikörper	 zu	 blockieren,	
wurden	die	Zellen	für	mindestens	1	h	mit	dem	Protein	Block	behandelt.	Es	erfolgte	kein	
Waschschritt	 nach	 dem	 Protein-Block.	 Im	 nächsten	 Schritt	 wurden	 die	 primären	
Antikörper	(Prox-1,	LYVE-1,	Podoplanin,	VEGF-R3,	CD90,	CD105)	mit	Antibody	diluent	
verdünnt	auf	die	Zellen	gegeben	und	über	Nacht	bei	4	°C	 inkubiert.	Die	Zellen	wurden	
nach	Inkubation	mit	dem	primären	Antikörper	mit	TRIS/Brij		gewaschen.	Nun	wurde	für	
je	10	min	erst	mit	Biotinylated	Link	und	dann	mit	Streptavidin-HRP	inkubiert	und	jeweils	
mit	TRIS/Brij	gewaschen.	Für	die	Färbung	der	gebundenen	Antikörper	wurde	AEC	oder	
DAB	verwendet.	AEC-Chromogen	(Merk,	#1.20017.0001)	wurde	für	max.	10	min	unter	
Mikroskopkontrolle	 inkubiert,	mit	Aqua	dest.	abgespült	und	dann	mit	Hämatoxillin	 für	
maximal	 1	 min	 gegengefärbt.	 DAB	 wurde	 unter	 Mikroskopkontrolle	 auf	 die	 Schnitte	
gegeben	und,	sobald	sich	der	Schnitt	rot-braun	färbte,	mit	Aqua	dest.	abgespült.	Es	wurde	
eine	 Gegenfärbung	mit	 Hämatoxillin	 durchgeführt.	 Die	 Schnitte	mit	 der	 DAB	 Färbung	
wurden	zur	Dehydratisierung	durch	eine	aufsteigende	Alkoholreihe	(5	min	70%	EtOH,	5	
min	96%	EtOH,	5	min	100%	EtOH	und	15	min	in	Histol)	geführt.	Zum	Abschluss	wurden	
die	 Schnitte	 mit	 Entellan	 eingedeckelt	 und	 unter	 dem	 Mikroskop	 analysiert	 und	
fotografiert.	
3.10 Immunzytochemie-Fluoreszenz 
Für	die	immunzytochemische	Fluoreszenzfärbung	wurden	die	Zellen	bis	zum	primären	
Antikörper	 wie	 bei	 der	 oben	 beschriebenen	 Immunzytochemie	 behandelt.	 Nach	 dem	
primären	Antikörper	wurden	die	Objektträger	für	3	mal	10	min	mit	Tris/Brij	gewaschen.	
Nun	wurden	die	Zellen	mit	einem	Fluoreszenz-gekoppelten	sekundären	Antikörper	für	1	
h	bei	Raumtemperatur	inkubiert.	Nach	erneutem	Waschen	mit	Tris/Brij	für	3	mal	10	min	
wurde	 eine	Kernfärbung	mit	DAPI	 für	 5	min	bei	Raumtemperatur	durchgeführt.	Nach	
einem	 weiteren	 Waschgang	 mit	 Tris/Brij	 wurden	 die	 Zellen	 mit	 Mounting	 Medium	
eingedeckelt.	 Die	 Immunfluoreszenz	 wurde	 am	 LEICA	 LCSM	 SP2	 Konfokal-Mikroskop	
ausgewertet.	
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3.11 Hope-Schnitte 
Die	Glioblastom-Gewebe	wurden	nach	Gewinnung	in	HOPE	(Hepes	Glutamic	Acid	Buffer	
Mediated	Organic	Solvent	Protection	Effect)	fixiert	und	die	gehärteten	Paraffinblöcke	im	
Kühlschrank	 gelagert.	 Zum	 Schneiden	 der	 Paraffinblöcke	 wurde	 ein	 Mikrotom	
verwendetet.	 Die	 5	 µm	 dünnen	 Schnitte	 wurden	 mit	 Hilfe	 eines	 Seidenpapiers	 vom	
Mikrotom	 abgenommen	 und	 in	 ein	 39	 °C	 warmes	 Wasserbad	 gegeben.	 Die	 Schnitte	
wurden	 auf	 einem	 Objektträgen	 aufgenommen.	 Diese	 wurden	 bei	 37	 °C	 über	 Nacht	
getrocknet.	In	diesem	Zustand	konnten	die	Schnitte	im	Kühlschrank	gelagert	werden.	
3.12 Immunhistochemie 
Zur	Entparaffinierung	wurden	die	Gewebeschnitte	 für	10	min	und	 für	20	min	 in	60	°C	
Isopropanal	getaucht	und	anschließend	bei	Raumtemperatur	getrocknet.	Um	die	Schnitte	
wieder	 zu	 fixieren,	wurden	 sie	 für	 10	min	 in	 70%iges,	 eiskaltes	 Aceton	 getaucht.	 Das	
Aceton	wurde	auf	Filterpapier	abgetropft	und	die	Schnitte	 für	weitere	10	min	 in	Aqua	
dest.	gewaschen.		
Die	Schnitte	wurden	3	x	5	min	mit	PBS	gewaschen	und	danach	für	10	min	mit	Peroxidase-
Blocking-Reagenz	 inkubiert.	 Nach	 weiteren	 drei	 Waschschritten	 mit	 PBS	 wurde	 die	
Schnitte	 für	 1h	 mit	 Protein	 Block	 behandelt.	 Es	 folgte	 kein	 Waschschritt	 nach	 dem	
Protein-Block.	Die	primären	Antikörper,	verdünnt	mit	Antibody	diluent,	wurden	auf	die	
Schnitte	 gegeben	 und	 über	 Nacht	 bei	 4	 °C	 inkubiert.	 Nach	 den	 primären	 Antikörpern	
wurde	wiederum	mit	TRIS/Brij	3	x	5	min	gewaschen.	Als	sekundäre	Antikörper	wurde	
für	10	min	mit	Biotinylated	Link	inkubiert,	erneut	mit	TRIS/Brij	gewaschen	und	weitere	
10	 min	 mit	 Streptavidin	 inkubiert.	 Zur	 Farbreaktion	 wurde	 DAB	 (1	 Tropfen	 DAB	
Chromogen	 in	 1	 ml	 DAB-Substratpuffer)	 verwendet.	 Die	 DAB	 Färbung	 wurde	 wie	 in	
Abschnitt	2.9.	beschrieben	durchgeführt.		
3.13 Lymphgefäßfärbung 
Die	Lymphgefäße	wurden	vom	Pathologischen	Institut	der	LMU	zur	Verfügung	gestellt.	
Die	Lymphgefäße	wurde	mit	der	HOPE-Methode	fixiert	und	Gewebeschnitte	angefertigt.	
Die	 Lymphgefäße	 wurden	 mit	 DAB	 gefärbt	 und	 die	 Antikörper	 VEGF-R3,	 LYVE-1,	
Podoplanin	und	CD105	in	ihrer	Eigenschaft	als	Lymphgefäßmarker	getestet.		
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4 Ergebnisse 
	
4.1 Färbung von lymphangiogenen Markern am Gewebeschnitt des Menschen 
Die	Lymphgefäße	wurden	mit	DAB-Chromogen	und	den	Antikörpern	VEGFR-3,	LYVE-1,	
Podoplanin	und	CD105	gefärbt.	Die	Färbung	dient	dem	Nachweis	von	lymphspezifischen	
Markern	 und	 zur	 Differenzierung	 von	 Gefäßanfärbungen	 innerhalb	 der	
Immunhistochemie	 von	 Glioblastomschnitten.	 In	 Abbildung	 1	 sind	 die	 Färbungen	
dargestellt.	Im	Vergleich	zur	Negativkontrolle	erkennt	man	bei	der	VEGFR-3-Färbung	ein	
deutliches	Signal.	Die	rotbraun	Färbung	der	Gefäßwand	deutet	auf	eine	Expression	von	
VEGFR-3	in	der	Gefäßwand	der	in	diesem	Schnitt	sichtbaren	Gefäße	hin	(Abb.	1	F	und	I).	
Im	Gegensatz	zur	VEFGR-3-Färbung	sieht	man	bei	der	Podoplanin-Färbung	nur	wenige	
gefärbte	 Abschnitte	 des	 Gefäßes,	 diese	 sind	 Podoplanin	 positiv	 (Abb.	 1	 D	 und	 G).	 Die	
LYVE-1	 Färbungen	 zeigen	 ein	 gering	 erkennbares	 Signal	 (Abb.	 E	 und	H).	 Es	 lässt	 sich	
erkennen,	 dass	 sich	 einige	 Zellen	 innerhalb	 der	 Gefäßwand	 rotbraun	 anfärben	 ließen.	
LYVE-1	 wird	 von	 diesen	 Zellen	 exprimiert.	 CD105	 –	 vor	 allem	 ein	 Marker	 für	
Endothelzellen	und	Stammzellen	und	nicht	spezifisch	für	Lymphgefäße	–	 lässt	sich	mit	
einer	Betonung	der	äußeren	Schichten	der	Lymphgefäße	nachweisen	(Abb.	1	C).	In	der	
Elastica-van-Gieson-Färbung	 sieht	 man	 die	 dunkel	 gefärbten	 elastischen	 Fasern	 der	
Gefäßwand	(Abb.	1	A).	
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Abbildung	1	Immunhistochemie	von	Lymphgefäßen	eines	Menschen	aus	der	Axilla		
A:	Elastica	van	Gieson	Färbung,	B:	Negativ	Kontrolle,	C:	CD105.	D	und	G:	Podoplanin,	E	und	H:	LYVE-1,	F	
und	I:	VEGFR-3	
	
4.2 Immunhistochemie von Glioblastomgewebe 
In	 Übereinstimmung	mit	 Arbeiten	 anderer	 Autoren	 lassen	 sich	 die	 lymphspezifischen	
Marker	VEGFR-3	und	Podoplanin	im	Gegensatz	zum	Normalhirn	in	Glioblastomgewebe	
nachweisen	(Grau	et	al.,	2008).		In	der	vorliegenden	Arbeit	werden	neben	den	genannten	
Marker	zusätzlich	die	lymphspezifischen	Marker	LYVE-1	und	Prox-1	sowie	die	Endothel-	
und	Stammzellmarker	CD90	und	CD105	untersucht.	Vor	allem	in	gefäßreichen	Bereichen	
des	Tumorgewebes,	 aber	auch	 in	einzelnen	Zellen	 in	der	Gefäßwand,	konnte	VEGFR-3	
nachgewiesen	werden	(Abb.	2	A	und	B).	Podoplanin	positive	Zellen	zeigten	sich	vor	allem	
dicht	um	die	Gefäße	herum,	aber	schwächer	ausgeprägt	als	bei	VEGF-R3	(Abb.	2	C	und	D).	
Erstmals	konnte	auch	eine	positive	Färbung	für	den	lymphspezifischen	Marker	LYVE-1	
im	Glioblastomschnitt	nachgewiesen	werden.	In	einigen	sehr	kleinen	Gefäßen	innerhalb	
des	 Tumors,	 vor	 allem	 in	 den	 inneren	 Schichten	 des	 Gefäßes,	 zeigte	 sich	 ein	
umschriebenes	Signal	für	den	Antikörper	LYVE-1	(Abb.	2	E	und	F).	Die	Prox-1-Färbung	
zeigte	 kein	 sicher	 zu	 verwertendes	 Signal.	 An	 einigen	 Schnitten	 lagen	 etwas	 kräftiger	
A	 B	 C	
D	 E	 F	
G	 H	 I	
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gefärbte	Zellen	vor,	welche	nicht	klar	als	positiv	gewertet	werden	konnten	(Abb.	2	G	und	
H).	Die	Marker	CD90	und	CD105	konnten	in	Glioblastomgewebe	nachgewiesen	werden.	
CD90	 zeigte	 ein	 kräftiges	 rotbraunes	 Signal	 der	 Gefäßwände	 ohne	 Beteiligung	 des	
umliegenden	 Gewebes,	 wobei	 die	 äußeren	 Zellen	 der	 Gefäßwände	 ein	 starkes	 Signal	
zeigen.	(Abb.	2	K	und	L).	Bei	der	CD105-Färbung	fand	sich	eine	Betonung	der	Färbung	der	
Zellen	an	der	inneren	Gefäßwand	(Abb.	2	I	und	J).	IgG1-	und	IgG2a-Färbungen	dienten	als	
Negativkontrolle	und	um	unspezifische	Bindung	der	Antiköper	auszuschließen.	Bei	IgG1	
und	IgG2a	ließen	sich	keine	Signale	nachweisen	(Abb.	2	M	und	P).	
	
Abbildung	2	Immunhistochemie	von	Glioblastoma	multiforme	Gewebe	
A/B:	VEGFR-3	positiv,	C/D:	Podoplanin	positiv,	E/F:	LYVE-1	positiv,	G/H:	Prox-1	positiv,	I/J:	CD105	
positiv,	K/L:	CD90	positiv,	M/N:	IgG1	Negativkontrolle,	O/P:	IgG2a	Negativkontrolle	
	
4.3 Färbung der U87-Zelllinie 
Die	U87-Zellen	wurden	nach	Anwachsen	auf	Objektträgern	mit	AEC	und	den	Antikörpern	
VEGFR-3,	Podoplanin,	LYVE-1,	Prox-1,	CD90,	CD105,	IgG1	und	IgG2a	gefärbt.	Untersucht	
werden	 sollte,	 ob	 die	 Tumorzellen	 selbst	 Lymphmarker	 exprimieren	 und	 um	 einen	
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Vergleich	zu	den	bmMSC	zu	haben.	In	Abbildung	3	sind	die	Ergebnisse	der	U87-Färbung	
dargestellt.	VEGFR-3	konnte	auf	den	meisten	Tumorzellen	nachgewiesen	werden	(Abb.	3	
A	und	B),	wohingegen	die	ebenfalls	 lymphspezifischen	Marker	Podoplanin	und	LYVE-1	
negativ	waren	 (Abb.	 3	 C	 bis	 F).	 Der	 nukleäre	Marker	 Prox-1	 konnte	 in	 einigen	 Zellen	
nachgewiesen	werden.	Um	die	Zellkernmembran	herum	zeigte	sich	ein	dunkelroter	Saum	
sowie	 innerhalb	 des	 Kerns	 kleine	 rötliche	 runde	 Signale	 (Abb.	 3	 G	 und	 H).	 Für	 die	
Stammzellmarker	CD90	und	CD105	waren	die	U87-Tumorzellen	negativ	(Abb.	3	I	bis	L).	
Bei	den	Negativkontrollen	mit	IgG1	und	IgG2a	konnten	ebenfalls	keine	Signale	der	Zellen	
nachgewiesen	werden	(Abb.	3	M	bis	P).	
	
Abbildung	3	Immunzytochemie	von	U87	Zellen	
A/B:	VEGFR-3,	C/D:	Podoplanin,	E/F:	LYVE-1,	G/H:	Prox-1,	I/J:	CD90,	K/L:	CD105,	M/N:	IgG1,	O/P:	
IgG2a	
	
4.4 Differenzierungsassay  
Die	 im	 Rahmen	 dieser	 Arbeit	 isolierten	 mesenchymalen	 Stammzellen	 wurden,	 zum	
Nachweis	der	multipotenten	Differenzierbarkeit,	wie	in	den	Abschnitten	3.4.	und	3.4.1.	
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beschrieben	 inkubiert	 und	 gefärbt.	 Nach	 ca.	 5	Wochen	 konnte	 durch	 die	 Färbung	 im	
Osteogenese-Ansatz	 die	 Einlagerung	 von	 Calcium	 Depots	 in	 den	 Zellen	 nachgewiesen	
werden	(Abb.	4	A	bis	C).	Die	Adipogenese	dauerte	ca.	eine	Woche	länger,	aber	auch	hier	
konnten	kleine	Fetttropfen	in	einigen	Zellen	färberisch	nachgewiesen	werden	(Abb.	4	D	
bis	F).	Dies	bestätigt,	dass	es	sich	bei	den	isolierten	Zellen	um	multipotente	mesenchymale	
Stammzellen	handelt,	da	sich	die	Zellen	im	Stimmulationsmedium	differenzieren	ließen.	
	
	
Abbildung	4	Differenzierungsassay	
A:	 Osteogenese,	 Negativkontrolle,	 B	 und	 C:	 Osteogenese	 positive	 Färbung,	 D:	 Adipogenese,	
Negativkontrolle,	E	und	F:	Adipogenese	positive	Färbung	
	
4.5 FACS-Analyse der mesenchymalen Stammzellen 
Zum	Nachweis,	dass	es	sich	bei	den	im	Rahmen	dieser	Arbeit	isolierten	mesenchymalen	
Stammzellen	um	mesenchymale	Stammzellen	handelt,	wurden	die	Zellen	mittels	Facs-
Analyse	 auf	 verschiedene	 Zellmarker	 analysiert.	 Durch	 Gegenwart	 oder	 Abwesenheit	
dieser	Marker	können	mesenchymalen	Stammzellen	klassifiziert	werden.	Es	wurden	die	
Marker	CD14,	CD31,	CD34,	CD45,	CD73,	CD90	und	CD105	verwendet.	Es	zeigte	sich	ein	
typisches	Markerprofil	für	mesenchymale	Stammzellen:	CD14	99%	negativ,	CD31	100%	
negativ,	 CD34	 95,4%	 negativ,	 CD45	 99,9%	 negativ,	 CD73	 99,7%	 positiv,	 CD90	 100%	
positiv,	 CD105	 100%	 positiv.	 In	 Zusammenschau	 mit	 den	 positiven	
Differenzierungsversuchen	 konnte	 somit	 belegt	 werden,	 dass	 es	 sich	 bei	 den	 selbst	
isolierten	Zellen	um	mesenchymale	Stammzellen	handelt.		
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4.6 Immunzytochemie mesenchymaler Stammzellen (bmMSC) ohne Tumor-
konditioniertes Medium 
Bei	7	der	10	Färbungen,	die	mit	dem	Antikörper	VEGFR-3,	konnten	wir	eine	Positivität	
der	Zellen	auf	VEGFR-3	zeigen,	(Abb.	5	A	und	B).	Vor	allem	in	der	DAB-Färbung	sieht	man	
eine	Braunverfärbung	der	Zellmembran,	am	stärksten	 im	Bereich	des	Kerngebietes.	 In	
den	Färbungen	für	den	Marker	Podoplanin	zeigten	sich	die	meisten	Zellen	negativ,	nur	an	
wenigen	Zellen	konnte	ein	schwach	positives	Signal	beobachtet	werden.	Auf	Bild	C	(Abb.	
5)	sind	die	Zellen	vornehmlich	blau	gefärbt;	man	erkennt	in	einigen	Zellen	leichte	rote	
Verfärbungen,	die	auf	eine	Expression	von	Podoplanin	in	diesen	Zellen	hinweisen.	In	der	
DAB-Färbung	(Abb.	5	D)	ist	die	Färbung	des	Antikörpers	für	Podoplanin	noch	deutlicher	
erkennbar.	Die	Färbung	mit	dem	Antiköper	LYVE-1	verlief	bei	allen	10	Färbereihen	der	
bmMSC	ohne	TKM	negativ	(Abb.	5	E	und	F).	Für	den	Marker	Prox-1	konnte	bei	den	bmMSC	
eine	 Expression	 innerhalb	 des	 Zellkerns	 färberisch	 nachgewiesen	 werden.	 Auf	 den	
Bildern	 G	 und	 H	 (Abb.	 5)	 erkennt	man	 ein	 Signal	 des	 Kerns	 und	 seiner	 Nucleoli.	 Die	
Stammzellmarker	CD90	und	CD105	sind	auf	den	bmMSC	exprimiert;	dies	konnte	mit	den	
Färbungen	 bestätigt	 werden,	 Bilder	 I	 bis	 L	 (Abb.	 5).	 Die	 Negativkontrollen	 mit	 den	
Antikörpern	 IgG1	 und	 IgG2a	 zeigten	 keine	 Signale,	 was	 die	 spezifische	 Bindung	 der	
anderen	gefärbten	Antikörper	bestätigte	(Abb.	5,	Bilder	M	bis	P).		
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Abbildung	5	Immunzytochemie	von	bmMSC	ohne	Tumor-konditioniertes	Medium	(TKM)	
A:	 AEC	 Färbung	 mit	 VEGFR-3.	 B:	 DAB	 Färbung	 mit	 VEGFR-3.	 C:	 AEC,	 Podoplanin.	 D:	 DAB,	
Podoplanin.	E:	AEC,	LYVE-1.	F:	DAB,	LYVE-1.	G:	AEC,	Prox-1.	H:	DAB,	Prox-1.	I:	AEC,	CD90.	J:	DAB,	
CD90.	K:	AEC,	CD105.	L:	DAB,	CD105.	M:	AEC,	IgG1.	N:	DAB,	IgG1.	O:	AEC,	IgG2a.	P:	DAB,	IgG2a.	
	
4.7 Immunzytochemie von bmMSC mit 2, 4 und 5 Tagen Tumor-konditioniertem 
Medium 
Nachdem	die	mesenchymalen	Stammzellen	mit	Tumor-konditioniertem	(TKM)	Medium	
für	2,	4	oder	5	Tage	behandelt	wurden,	wurden	immunzytochemische	Färbungen	mit	den	
Markern	 VEGFR-3,	 Podoplanin,	 LYVE-1,	 Prox-1,	 CD90,	 CD105,	 IgG1	 und	 IgG2a	
durchgeführt,	 um	 den	 Einfluss	 des	 TKM	 auf	 die	 Expression	 von	 lymphspezifischen	
Markern	bei	bmMSC	zu	untersuchen.	VEGFR-3	konnte	wie	bei	den	Färbungen	der	bmMSC	
ohne	TKM	auch	nach	Inkubation	mit	TKM	nachgewiesen	werden.	Hierbei	zeigte	sich	eine	
Zunahme	der	Färbeintensität	der	VEFR-3	positiven	Zellen	je	länger	mit	TKM		inkubiert	
wurde	(Abb.	6	A	bis	C).	Bei	den	Färbungen	mit	dem	Antikörper	gegen	Podoplanin	zeigte	
sich	eine	Zunahme	an	Podoplanin	positiven	Zellen.	Von	Tag	2	mit	TKM	bis	zu	Tag	5	mit	
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TKM	 nahm	 die	 Zahl	 der	 Podoplanin	 positiven	 Zellen	 zu	 (Abb.	 6	 D	 bis	 F).	 Der	
lymphspezifische	Marker	LVYE-1,	der	in	den	Färbungen	ohne	TKM	stets	negativ	ausfiel,	
zeigte	nach	4	Tagen	ein	deutlich	positives	Signal	(DAB-Chrom,	Abb.	8).	Die	Expression	des	
im	Zellkern	befindlichen	Markers	Prox-1	zeigt	keine	Änderung	nach	2,	4	oder	5	Tagen	
Inkubation	mit	TKM	(Abb.	6	J	bis	L).	Die	Stammzellmarker	CD90	und	CD105	zeigten	nach	
Behandlung	mit	2,	4	und	5	Tagen	TKM	ein	positives	Signal,	wobei	die	Intensität	von	Tag	2	
TKM	bis	Tag	5	TKM	allenfalls	 geringfügig	Abnahm	 (Abb.	 7	M	bis	O	CD90	und	P	bis	R	
CD105).	 Die	 Negativkontrollen	 mit	 IgG1	 und	 IgG2a	 zeigten	 keine	 unspezifischen	
Bindungen	der	Antikörper,	die	Zellfärbung	war	negativ	(Abb.7	S	bis	U	IgG1	und	W	bis	Y	
IgG2a).	
	
Abbildung	6	Immunzytochemie	von	bmMSC	BM6,	BM7	und	BM8	
Bild	A:	AEC	Färbung	mit	VEGFR-3	und	TMK	Für	2	Tage.	B:	VEGFR-3	mit	TKM	für	4	Tage.	C:	VEGFR-
3	mit	TKM	für	5	Tage.	D:	Podoplanin	mit	TMK	für	2	Tage.	E:	Podoplanin	mit	TKM	für	4	Tage.	F:	
Podoplanin	mit	TKM	für	5	Tage.	G:		LYVE-1	mit	TKM	für	2	Tage.	H:	LYVE-1	mit	TKM	für	4	Tage.	I:	
LYVE-1	mit	TKM	für	5	Tage.	J:	Prox-1	mit	TKM	für	2	Tage.	K:	Prox-1	mit	TKM	für	4	Tage.	L:	Prox-1	
mit	TKM	für	5	Tage.	
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Abbildung	7	Immunzytochemie	von	bmMSC	BM6,	BM7	und	BM8	
Bild	M:	CD90	mit	2Tagen	TKM,	N:	CD90	mit	4	Tagen	TKM,	O:	CD90	mit	5	Tagen	TKM,	P:	CD105	mit	
2	Tagen	TKM,	Q:	CD105	mit	4	Tagen	TKM,	R:	CD105	mit	5	Tagen	TKM,	S:	IgG1	mit	2	Tagen	TKM,	T:	
IgG1	mit	4	Tagen	TKM,	U:	IgG1	mit	5	Tagen	TKM,	W:	IgG2a	mit	2	Tagen	TKM,	X:	IgG2a	mit	4	Tagen	
TKM,	Y:	IgG2a	mit	5	Tagen	TKM	
	
	
Abbildung	8	Immunzytochemie	von	bmMSC	mit	DAB	Chromogen	und	Antikörper	LYVE-1	
A:	ohne	TKM	und	B-C:	mit	4	Tage	TKM	
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4.8 Co-Kulturversuche mit bmMSC und U87 Zellen AEC-Färbung 
Wie	in	Abschnitt	3.3.4.	beschrieben,	wurden	die	mesenchymalen	Stammzellen	mit	U87-
Zellen	 für	 6	 Tage	 in	 Co-Kultur	 inkubiert.	 Ziel	 war	 es,	 eine	 direkte	 Beeinflussung	 der	
mesenchymalen	 Stammzellen	 durch	 U87-Zellen	 zu	 untersuchen.	 Trotz	 zahlreicher	
Replikationen	 konnte	 keine	 konklusive	 Färbung	 erstellt	 werden,	 welche	 belastbare	
Rückschlüsse	 auf	 eine	 Induktion	 lymphangiogener	Marker	 in	 Co-Kultur	 zuließ	 (Daten	
nicht	gezeigt).		
4.9 Inkubation von bmMSC mit IL-3 Zusatz 
IL-3	 wird	 ein	 Einfluss	 auf	 die	 Expression	 von	 Podoplanin	 und	 Prox-1	 auf	
Lymphendothelzellen	 zugeschrieben	 (Groger	 et	 al.,	 2004).	 Mit	 diesem	 Versuch	 sollte	
untersucht	 werden,	 ob	 die	 bmMSC	 durch	 IL-3	 wie	 durch	 TKM	 zur	 Expression	 von	
Lymphendothelzellmarkern	 stimuliert	 werden	 können.	 In	 Abbildung	 9	 sind	 die	
Färbungen	abgebildet.	Bild	A	und	B	zeigen	ein	positives	Signal	auf	VEGFR-3.	Podoplanin	
und	 Prox-1	 sind	 ebenfalls	 positiv	 (Abb.	 9	 C,	 D,	 G	 und	 H).	 Für	 LYVE-1	 ist	 nach	 IL-3		
Stimulation	kein	Signal	detektierbar.	Die	bmMSC	zeigen	auch	nach	der	Behandlung	mit	
IL-3	 eine	 Positivität	 für	 die	 Stammzellmarker	 CD90	 und	 CD105	 (Abb.	 9	 I	 und	 L).	 Die	
Negativkontrollen	mit	IgG1	und	IgG2a	zeigen	keine	unspezifische	Bindung	(Abb.	9	M	bis	
P).	
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Abbildung	9	DAB-Färbung	von	bmMSC	mit	IL-3	Mediumzusatz	
A/B:	VEGFR-3	positiv,	C/D:	Podoplanin	positiv,	E/F:	LYVE-1	negativ,	G/H:	Prox-1	positiv,	I/J:	CD90	
positiv,	K/L:	CD105	positiv,	M-P:	Negativkontrolle	IgG1	und	IgG2a	
	
4.10 Immunfluoreszenz  
Die	Fluoreszenzfärbung	wurde	mit	dem	Marker	Prox-1	durchgeführt,	um	den	Einfluss	von	
TKM	auf	die	Expression	von	Prox-1	im	Zellkern	zu	untersuchen.	Unter	dem	konfokalen	
Laser	Scanning	Mikroskope	ließ	sich	ein	positives	Signal	für	Prox-1	detektieren	(Abb.	10).	
Bild	A	 zeigt	Prox-1	positive	 Signale,	 lokalisiert	 im	Zellkern	 (Abb.	 10	A).	Nach	2	Tagen	
Inkubation	mit	TKM	war	das	Signal	im	Zellkern	etwas	stärker	nachzuweisen.	Dieser	Effekt	
ließ	sich	nicht	weiter	Quantifizieren.	
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Abbildung	10	Immunzytochemie	von	bmMSC	unter	dem	konfokalen	Laser	Scanning	Mikroskop	
A:	Prox-1	positiv	im	Zellkern,	B:	Prox-1	positiv	mit	TKM,	C:	Negativkontrolle	
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5 Diskussion 
Die	 Expression	 von	 lymphspezifischen	 Markern	 in	 Glioblastomgewebeschnitten	
nachzuweisen	ist	eine	der	Fragestellungen	dieser	Arbeit.		
In	den	immunhistologischen	Färbungen	der	Glioblastomgewebeschnitte	konnte,	analog	
zu	den	Ergebnissen	anderer	Arbeitsgruppen,	eine	positive	Expression	von	VEGFR-3	und	
Podoplanin	gezeigt	werden.	–	 Jenny	et	al.	konnten	auf	Protein-	sowie	auch	auf	mRNA-
Ebene	 eine	 Expression	 von	 VEGFR-3	 und	 dessen	 Liganden	 VEGF-C	 vor	 allem	 im	
Randbereich	von	Nekrosen	innerhalb	des	Glioblastoms	nachweisen	(Jenny	et	al.,	2006).	
Grau	et	al.	untersuchten	ebenfalls	die	Expression	von	VEGFR-3	in	Gefäßen	innerhalb	des	
Glioblastoms	 und	 konnten	 eine	 Korrelation	 von	 VEGFR-3	 Expression	 und	 dem	
histologischen	Tumorgrad	zeigen	(Grau	et	al.,	2007).	In	einem	weiteren	Projekt	unserer	
Arbeitsgruppe	 konnte	 neben	 VEGFR-3	 eine	 positive	 Expression	 von	 Podoplanin	 auf	
Gefäßen	 des	 Glioblastoms	 nachgewiesen	 werden.	 Diesen	 Gefäßen,	 welche	 positiv	 auf	
VEGFR-3	 und	 Podoplanin	 getestet	 wurden,	 wurde	 ein	 lymphatischer	 Phänotyp	
zugeschrieben	 (Grau	et	al.,	 2008).	Um	eine	mögliche,	durch	das	Gliobastom	 induzierte	
Lymphangiogenese	innerhalb	des	sonst	lymphgefäßfreien	ZNS	zu	untersuchen,	wurden	
die	 Glioblastomschnitte	 in	 der	 vorliegenden	 	 Arbeit	 zusätzlichen	 mit	 den	 für	
Lymphendothelzellen	spezifischen	Marker	LYVE-1	und	Prox-1	gefärbt.	Wie	Versuche	an	
Knockout-Mäusen	 für	LYVE-1	 zeigten,	 scheint	 LYVE-1	keinen	Einfluss	 auf	die	normale	
Entwicklung	und	Funktion	des	Lymphsystems	zu	haben	(Gale	et	al.,	2006).	LYVE-1	ist	auf	
physiologischen	sowie	auf	Tumorlymphgefäßen	exprimiert.	Im	Brustkrebsmodel	konnte	
eine	 positive	 Korrelation	 von	 LYVE-1-positiven	 Lymphgefäßen	 und	
Lymphknotenmetastasen	nachgewiesen	werden	(Bono	et	al.,	2004).	Welche	Funktion	die	
Expression	 von	 LYVE-1	 auf	 Gefäßen	 des	 Glioblastoms	 hat,	 ist	 ungewiss,	 da	 das	 ZNS	
normalerweise	 lymphgefäßfrei	 ist	 und	 auch	 Lymphknotenmetastasen	 äußerst	 selten	
auftreten	 (Moon	 et	 al.,	 2004).	 Schledzewski	 und	 Kollegen	 beschrieben	 die	 LYVE-1	
Expression	 auf	 CD11b+	 Makrophagen	 und	 konnten	 am	 Mausmodel	 zeigen,	 dass	 die	
CD11b+	LYVE-1+	Makrophagen	in	nicht	gliale,	maligne	Tumore	immigrierten	und	an	der	
Lymphangiogenese	beteiligt	waren	(Schledzewski	et	al.,	2006).	In	Kultur	mit	Überstand	
von	 B16F1	 melanomkonditoniertem	 Medium,	 IL-4	 und	 Dexamethason	 konnte	 eine	
Zunahme	der	Expression	von	LYVE-1	auf	aus	dem	Knochenmark	isolierten	Makrophagen	
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beobachtet	werden.	Auch	in	anderen	Tumoren	und	im	entzündlichen	Gewebe	wurde	eine	
Beteiligung	 von	 Makrophagen/Monozyten	 an	 der	 Angio-	 sowie	 Lymphangiogenese	
beschrieben	(Schmeisser	et	al.,	2001,	Maruyama	et	al.,	2005).		
Um	 den	 Ursprung	 der	 LYVE-1	 positiven	 Zellen	 im	 Glioblastom	 näher	 beschreiben	 zu	
können	und	um	eine	Differenzierung	von	LYVE-1-positiven	Endothelzellen	und	LYVE-1-
positiven	 Makrophagen	 vornehmen	 zu	 können,	 könnten	 in	 weiteren	 Arbeiten	 die	
makrophagenspezifischen	Marker	im	Glioblastoms	untersuchen	werden.		
	
Der	zu	den	lymphspezifischen	Markern	zählende	Transkriptionsfaktor	Prox-1	konnte	in	
dieser	Arbeit	ebenfalls	im	Glioblastomgewebeschnitt,	wenn	auch	mit	einem	schwachen	
Signal,	nachwiesen	werden.	Prox-1	ist	während	der	Entwicklung	für	die	Differenzierung	
der	 aussprossenden	 Zellen	 aus	 der	 kardialen	Vene	 verantwortlich	 (Hong	 and	Detmar,	
2003).	 Des	 Weiteren	 wird	 Prox-1	 ein	 Einfluss	 in	 der	 Tumorgenese	 einiger	 maligner	
Tumore	 zugeschrieben;	 so	 konnten	 Petrova	 et	 al.	 zeigen,	 dass	 es	 im	 kolorektalen	
Karzinom	zu	einer	erhöhten	Konzentration	von	Prox-1	kommt	(Petrova	et	al.,	2008).	Elsir	
und	Kollegen	zeigten	eine	negative	Korrelation	der	Prox-1-Expression	mit	dem	Überleben	
von	Patienten	mit	malignen	Gliomen	WHO°	 II	 (Elsir	 et	 al.,	 2011).	 Im	hepatozellulären	
Karzinom	 konnte	 hingegen	 eine	 Verringerung	 von	 Prox-1	 nachgewiesen	 werden	
(Shimoda	 et	 al.,	 2006).	 Insgesamt	 scheint	 Prox-1	 durch	 die	 Einflussnahme	 auf	
verschiedene	Regulierungswege	der	Zellproliferation	sowohl	einen	tumorsuppressiven	
als	 auch	onkogenen	Effekt	 zu	haben	 (Elsir	 et	 al.,	 2010).	Der	 im	Rahmen	dieser	Arbeit	
gezeigte	 Nachweis	 des	 Transkriptionsfaktors	 Prox-1	 im	 Glioblastomgewebeschnitt	
deutet	möglicherweise	auf	eine	Beteiligung	an	der	Tumorgenese	bzw.	an	der	Angiogenese	
hin.	
Der	Hauptfaktor	der	Angiogenese	 innerhalb	des	Glioblastoms	ist	der	Wachstumsfaktor	
VEGF-A,	der	eine	hohe	Affinität	zu	den	Rezeptoren	VEGFR-1	und	-2	aufweist.	VEGFR-1	
und	-2	sind	auf	Blutgefäßendothelzellen	exprimiert	(Plate	et	al.,	1992).	Der	monoklonale	
Antikörper	 Bevacizumab	 ist	 gegen	 VEGF-A	 gerichtet	 und	 wird	 in	 der	 antiangiogenen	
Therapie	 des	 Glioblastoms	 eingesetzt.	 Es	 konnte	 nach	 Bevacizumab-Therapie	 eine	 so	
genannte	 „second	 wave	 of	 angiogenesis“	 beobachtet	 werden	 und	 es	 zeigte	 sich,	 dass	
Rezidive	nach	einer	Bevacizumab-Therapie	eine	 stärkere	 Invasivität	 aufweisen	als	der	
Primärtumor	(Braghiroli	et	al.,	2012,	Fischer	et	al.,	2008).	Dieses	„escape	phenomenon“	
der	 Angiogenese	 gegenüber	 antiangiogenen	 Therapieverfahren	 ist	 Gegenstand	 vieler	
Studien	(Rivera	et	al.,	2011,	Huang	and	Li,	2010,	Behling	et	al.,	2016).		
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Die	 Beschreibung	 von	VEGFR-3	 an	Gefäßen	 des	 Glioblastoms	 könnte	 einen	möglichen	
alternativen	Weg	 der	 Angiogenese	 nach	 Blockierung	 von	 VEGF-A	 darstellen.	 VEGFR-3	
wird	im	adulten	Gewebe	vornehmlich	auf	Lymphgefäßen	exprimiert.	In	der	embryonalen	
Entwicklung	ist	VEFR-3	ein	wichtiger	Faktor	der	Entwicklung	des	Herzkreislaufsystems	
(Dumont	et	al.,	1998).	Die	Liganden	des	Rezeptors	sind	die	Wachstumsfaktoren	VEGF-C	
und	-D,	welche	neben	der	Induktion	der	Lymphangiogenese	auch	Angiogenese	fördernde	
Effekte	aufweisen;	letzteres	vermitteln	sie	vornehmlich	durch	die	Bindung	an	VEGFR-2	
(Achen	et	al.,	1998).	Durch	die	Blockierung	von	VEGF-A	konnten	Moffat	und	Kollegen	eine	
vermehrte	 Expression	 von	VEGF-D	 im	Glioblastom	nachweisen.	Dies	 könnte	 zu	 einem	
alternativen	Weg	der	Angiogenese	über	die	Rezeptoren	VEGFR-2	und	-3	beitragen	(Moffat	
et	al.,	2006,	Maehana	et	al.,	2016).	Unter	diesem	Gesichtspunkt	wäre	es	auch	interessant	
zu	 untersuchen,	 ob	 es	 durch	 die	 Therapie	 mit	 Bevacizumab	 zu	 einer	 Induktion	 von	
VEGFR-3	im	Glioblastom	kommt.	Der	Einfluss	von	VEGFR-3	auf	die	Angiogenese	konnte	
durch	Valtola	et	al.	 im	duktalen	Mammakarzinom	gezeigt	werden	(Valtola	et	al.,	1999,	
Autenshlyus	et	al.,	2016).	Auch	Witmer	und	Kollegen	konnten	zeigen,	dass	während	der	
Neovaskularisation	der	sonst	avaskulären	Kornea	durch	VEGF-A-Stimulation,	VEGFR-3	in	
den	neugebildeten	Gefäßen	exprimiert	wurde	(Witmer	et	al.,	2001).	Kubo	und	Kollegen	
untersuchten	 den	 Einfluss	 von	 VEGFR-3	 in	 der	 Angioneogenese	 im	 nicht	 glialen	
Tumormodel	 durch	 Blockierung	 von	 VEFGR-3	mit	 einem	 spezifischen	 Antikörper.	 Sie	
konnten	zeigen,	dass	es	durch	die	Blockierung	von	VEGFR-3	zur	Reduktion	des	Tumors	
und	der	Angioneogenese	kam	(Kubo	et	al.,	2000).		
Diese	Beobachtungen	und	die	in	dieser	Arbeit	nachgewiesene	Expression	von	VEGFR-3	
an	 Gefäßen	 des	 Glioblastoms,	machen	 diesen	 Rezeptor	 interessant	 für	mögliche	 neue	
Therapieansätze	zur	Umgehung	der	„second	wave	of	angiogenesis“	e	nach	Anti-VEGF-A	
Therapie.	
	
In	dieser	Arbeit	konnte	in	immunhistologischen	Färbungen	eine	positive	Expression	von	
Podoplanin	vor	allem	in	Randbereichen	um	Nekroseareale	herum	nachwiesen	werden.	
Diese	Ergebnisse	stimmen	mit	der	Beschreibung	von	Mishima	und	Kollegen	überein,	die	
ebenfalls	eine	positive	Expression	von	Podoplanin	im	Glioblastom	nachweisen	konnten	
und	 ferner	 durch	 den	 Vergleich	 mit	 der	 Expression	 von	 Podoplanin	 in	 „low-grade“	
Gliomen	eine	Assoziation	von	hohen	Podoplanin-Expressionen	und	„high-grade“	Gliomen	
und	 aggressivem	 Wachstumsverhalten	 zeigen	 konnten	 (Mishima	 et	 al.,	 2006).	 Eine	
erhöhte	 Expression	 von	 Podoplanin	 konnte	 auch	 in	 anderen	 Tumoren	 wie	 dem	
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Plattenepithelkarzinom	 (Martin-Villar	 et	 al.,	 2005),	 im	 Lungenkarzinom	 (Kato	 et	 al.,	
2005)	sowie	im	malignen	Melanom	(Ordonez,	2005)	nachgewiesen	werden.	Martin-Villar	
und	Kollegen	beschrieben,	dass	Podoplanin	im	oralen	Plattenepithelkarzinom	eine	Rolle	
in	der	Migration	und	Invasivität	der	Tumorzellen	 in	das	umliegende	Gewebe	zu	haben	
scheint	 (Martin-Villar	 et	 al.,	 2005).	Nach	 antiangiogener	Therapie	wurde	 eine	 erhöhte	
Invasivität	des	Glioblastoms	 in	das	umliegende	Hirngewebe	beobachtet	 (Keunen	et	al.,	
2011,	Cortes-Santiago	et	al.,	2016).	Wie	zuvor	erwähnt	scheint	auch	die	Expression	von	
Podoplanin	 mit	 der	 Entdifferenzierung	 und	 dem	 aggressiven	Wachstum	 assoziiert	 zu	
sein.	Die	in	dieser	Arbeit	gezeigte	Podoplanin-Expression	im	Glioblastomgewebeschnitt	
unterstützt	diese	Beobachtungen.	
	
Neben	den	lymphspezifischen	Markern	wurde	im	Rahmen	dieser	Arbeit	die	Expression	
der	 Endothel-	 und	 Stammzellmarker	 CD105	 und	 CD90	 im	 Glioblastom	 untersucht.	 Es	
konnte	eine	positive	Expression	von	CD105	und	CD90	in	den	Gefäßen	des	Glioblastoms	
nachgewiesen	 werden.	 Die	 Ergebnisse	 stehen	 im	 Einklang	 mit	 Expressionsprofilen	
anderer	Tumore.	In	einer	Reihe	von	soliden	Tumoren	wie	dem	Plattenepithelkarzinom,	
dem	Prostatakarzinom	und	dem	Kolonkarzinom	wurde	ebenfalls	eine	positive	Expression	
von	 CD105	 auf	 Tumorgefäßen	 beschrieben	 (Fonsatti	 et	 al.,	 2001,	 Yu	 et	 al.,	 2003).	 Die	
Arbeitsgruppe	 um	 Smith	 untersuchte	 die	 Expression	 von	 CD105	 im	 Glioblastom	 des	
Kindes	 und	 konnte	 eine	 Korrelation	 von	 positiver	 CD105-Expression	 und	 schlechter	
Prognose	 zeigen	 (Smith	 et	 al.,	 2012).	 Auch	 im	Zervix	Karzinom	konnten	 Zijlmans	 und	
Kollegen	 zeigen,	 dass	 eine	 hohe	 Expression	 von	 CD105	 in	 Tumorgefäßen	 mit	 einer	
schlechteren	Prognose	und	einem	erhöhten	Metastasierungsrisiko	einhergeht	(Zijlmans	
et	al.,	2009).	CD105	gehört	zu	den	Markern,	die	in	der	Beschreibung	von	Stammzellen	mit	
herangezogen	 werden.	 CD105	 wird	 aber	 auch	 auf	 Endothelzellen	 von	 Blutgefäßen	
exprimiert	und	scheint	einen	Einfluss	auf	die	Angiogenese	zu	haben.	CD105	Knockout-
Mäuse	 sterben	 in	 utero	 durch	 die	 fehlende	 Ausbildung	 eines	 funktionierenden	
Gefäßsystems	(Li	et	al.,	2000).	CD105	ist	ein	Rezeptor	des	„Transforming	Growth-Faktors	
ß“	(TGF	ß)	und	vermittelt	seine	Wirkung	durch	Interaktion	mit	den	Rezeptoren	TGF	ß-I	
und	-II	(Dallas	et	al.,	2008).	Es	wird	vermutet,	dass	CD105	die	inhibitorische	Wirkung	von	
TGF	ß	modelliert	und	so	die	Proliferation,	Migration	und	Gefäßformation	beeinflusst	und	
zur	Angiogenese	beiträgt	(Li	et	al.,	2000).	Wie	gezeigt	werden	konnte,	wird	CD105	vor	
allem	während	der	Tumorangiogenese	auf	den	neugebildeten	Gefäßen	exprimiert	und	
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korreliert	mit	einer	schlechten	Prognose	(Zijlmans	et	al.,	2009,	Fonsatti	et	al.,	2003,	Ilhan	
et	al.,	2016).		
Die	Angiogenese	im	Glioblastom	ist	ein	wichtiger	Malignitätsfaktor.	Hypoxie	scheint	dabei	
ein	 wesentlicher	 Trigger	 für	 die	 Angiogenese	 zu	 sein.	 Sanches-Elsner	 und	 Kollegen	
konnten	 nachweisen,	 dass	 CD105	 unter	 Hypoxie	 vermehrt	 exprimiert	 wird	 (Sanchez-
Elsner	 et	 al.,	 2002).	 Durch	 den	 Nachweis	 von	 CD105	 im	 Glioblastom	 und	 dessen	
Assoziation	 mit	 der	 Angiogenese	 könnte	 dies	 einen	 weiteren	 möglichen	 „Escape-
Mechanismus“	der	Angiogenese	und	einen	möglichen	Therapieansatz	darstellen.	Aktuelle	
Studien	 am	 Tumor-Mausmodel	 vom	 Adenokarzinom	 der	 Mamma	 konnten	 durch	
Blockierung	 von	 CD105	 (Engolin)	 eine	 Reduktion	 des	 Tumorwachstum	 und	 der	
Tumorangiogenese	zeigen	(Dolinsek	et	al.,	2015).	
	
Im	Rahmen	dieser	Arbeit	konnten	in	den	immunhistologischen	Färbungen	verschiedene	
lymphspezifische	Marker	an	den	Gefäßen	des	Glioblastoms	nachgewiesen	werden.	Die	
Färbungen	 der	 U87-Glioblastomtumorzellen	 zeigen,	 dass	 es	 nicht	 nur	 in	 den	
Gefäßendothelzellen	zur	Expression	von	VEGFR-3	und	Prox-1	kommt	sondern,	das	auch	
einige	Tumorzellen	selbst	VEGFR-3	und	Prox-1	exprimieren.	Die	Expression	von	VEGFR-
3	wurde	bereits	in	anderen	nicht	glialen	Tumorzellreihen	nachgewiesen	(Spinella	et	al.,	
2012).	Khromova	und	Kollegen	konnten	in	Versuchen	an	VEGFR-3-positiven	Lungen-	und	
Kolonkarziomzellen	zeigen,	dass	es	durch	Verringerung	des	Liganden	des	Rezeptors,	dem	
Wachstumsfaktor	VEGF-C,	zu	einer	Verminderung	der	Proliferation	und	der	Invasivität	
der	 Zellen	 kommt	 (Khromova	 et	 al.,	 2012).	 Die	 positive	 Expression	 von	 Prox-1	 in	
Glioblastomzellen	könnte	sich	zum	einen	mit	seiner	Funktion	als	Transkriptionsfaktor	für	
VEFGR-3	 erklären	 lassen,	 zum	 anderen	 wird	 Prox-1	 auch	 ein	 Einfluss	 auf	 die	
Tumorangiogenese	zugeschrieben.	VEGF-C	ist	ein	Wachstumsfaktor,	der	zum	einen	ein	
wichtiger	 Faktor	 der	 Lymphangiogenese	 ist,	 zum	 anderen	 aber	 auch	 Einfluss	 auf	 die	
Metastasierung	 und	 Zellproliferation	 hat.	 Marchio	 und	 Kollegen	 zeigten,	 dass	 es	 nach	
Aktivierung	 von	 VEGFR-3	 durch	 VEGF-C	 zu	 einer	 Induktion	 der	 Zellproliferation	 im	
Kaposi-Sarkom	 kam	 (Marchio	 et	 al.,	 1999).	 Expression	 von	 VEGFR-3	 auf	 Tumorzellen	
scheint	ein	weiteres	Malignitätskriterium	zu	sein.	So	konnten	Kodama	und	Kollegen	eine	
Assoziation	 von	 VEGF-C	 und	 VEGFR-3	 Expression	 und	 maligner	 Transformation	 im	
Magenkarzinom	zeigen	(Kodama	et	al.,	2008).	Im	malignen	Melanom	zeigten	Spinella	und	
Kollegen,	dass	VEGF-C	zur	Induktion	von	VEGFR-3	führt	und	dies	die	Proliferation	anregt	
und	dass	eine	Zunahme	des	„vascular	mimicry“	beobachtet	werden	konnte	(Spinella	et	al.,	
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2012).	Auch	in	einer	Reihe	von	anderen	Tumoren	wie	dem	Prostatakarzinom	(Sharma	et	
al.,	2002),	dem	Mammakarzinom	(Shirakawa	et	al.,	2002)	und	dem	Rhabdomyosarkom	
(Sun	et	al.,	2004)	wurde	ein	„vascular	mimicry“	beschrieben.	Es	beschreibt	die	Bildung	
von	gefäßähnlichen	Strukturen	 innerhalb	des	Tumors	durch	die	Tumorzellen.	Auch	 im	
Glioblastom	wurde	ein	„vascular	mimicry“	beschrieben.	Es	konnte	gezeigt	werden,	dass	
dies	 eine	Assoziation	 zum	 „high-grade“	Gliom	und	 schlechter	 Prognose	 hat	 (Liu	 et	 al.,	
2011).	Insofern	ist	der	Nachweis	von	VEGFR-3	auf	Tumorzellen	bedeutsam	und	könnte	
auch	im	Glioblastom	auf	diesem	Weg	an	der	Vaskularisation	des	Tumors	beteiligt	sein.	
Die	Blockade	von	VEGFR-3		könnte	ein	potentieller	Angriffspunkt	für	eine	Tumortherapie	
sein.	
	
Im	Hinblick	auf	die	Hypothese,	dass	mesenchymale	Stammzellen	eine	mögliche	Quelle	für	
die	 im	 Glioblastom	 exprimierten	 Lymphangiogenesemarker	 sein	 könnten,	 wurde	 in	
dieser	Arbeit	der	Einfluss	von	U87-Glioblastomzellen	auf	die	Expression	von	VEGFR-3,	
Podoplanin,	 Prox-1,	 LYVE-1,	 CD90	 und	 CD105	 in	mesenchymalen	 Stammzellen	 (MSC)	
untersucht.	 MSC	 sind	 eine	 heterogene	 Population	 von	 multipotenten	 Zellen,	 die	 die	
Fähigkeit	besitzen,	in	verschiedene	Gewebe	zu	differenzieren	und	zu	Migrieren.	Lee	und	
Kollegen	 isolierten	 CD11b+	 positive	 Stammzellen	 aus	 dem	 Knochenmark	 und	
untersuchten	 deren	 Potenzial,	 sich	 unter	 bestimmten	 Bedingungen	 in	
Lymphendothelzellen	zu	differenzieren.	Die	Zellen	exprimierten	unter	dem	Einfluss	von	
VEGF-A	und	VEGF-C	die	Lymphmarker	Podoplanin,	VEGFR-3,	LYVE-1	und	Prox-1	(Lee	et	
al.,	 2010).	 Eine	 andere	 Arbeitsgruppe	 um	 Conrad	 konnte	 zeigen,	 dass	 es	 unter	
Kultivierung	mit	Überstand	von	Lymphendothelzellen	und	VEGF-C	zu	einer	Änderung	der	
Morphologie	 der	 MSC	 sowie	 zu	 einer	 Expression	 der	 Lymphendothelzellmarker	 kam.	
Nach	Injektion	von	MSC	in	ein	artifizielles	Lymphödem	konnte	eine	Reduktion	des	Ödems	
im	 Gegensatz	 zur	 Kontrolle	 beobachtet	 werden	 (Conrad	 et	 al.,	 2009).	 Diese	
Beobachtungen	lassen	darauf	schließen,	dass	MSC	in	der	Lage	sind,	sich	unter	bestimmten	
Bedingungen	in	Lymphendothelzellen	(LEC)	zu	differenzieren	und	einen	Einfluss	auf	die	
Lymphangiogenese	haben	(Van't	Hull	et	al.,	2014).		
In	 den	 Versuchen	 dieser	 Arbeit	 wurden	 die	 MSC	 mit	 Überstand	 von	 U87-
Glioblastomzellen	kultiviert	und	nach	2,	4	und	5	Tagen	die	Expression	der	Lymphmarker	
durch	immunzytologische	Färbungen	untersucht.	Nach	4	Tagen	Inkubation	konnten	alle	
Marker	immunzytologisch	nachgewiesen	werde.	Dies	 lässt	sich	mit	den	Versuchen	von	
Lee	et	al.	vergleichen.	Lee	beschrieb,	dass	die	Expression	der	Marker	nach	4	Tagen	ihren	
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Peak	erreicht	hatte	(Lee	et	al.,	2010).	Unklar	ist,	welche	Faktoren	im	Überstand	der	U87-
Glioblastomzellen	zur	Differenzierung	der	MSC	führen.	Die	Versuche	wurden	mit	TKM	auf	
Grund	 der	 Annahme	 durchgeführt,	 dass	 das	 Glioblastom	 ein	 Tumor	 ist,	 der	 in	 hohem	
Maße	VEGF-A	und	VEGF-C	 sezerniert,	welche	wichtige	 Faktoren	der	Angio-	 aber	 auch	
Lymphangiogenese	 sind.	 Es	 kann	davon	 ausgegangen	werden,	 dass	 diese	 Faktoren	 im	
Überstand	der	Zellen	vorhanden	sind.	Den	Einfluss	des	TKM	auf	MSC		konnten	Schichor	
et	al.	Bereits	zeigen.	Sie	untersuchten	den	Einfluss	von	TKM	auf	das	Migrationsverhalten	
von	MSC	 in	Glioblastomgewebe	und	konnten	nachweisen,	dass	TKM	sowie	VEGF-A	die	
MSC	zur	Migration	ins	Glioblastom	anregt	(Schichor	et	al.,	2006).	Birnbaum	et	al.	konnten	
zeigen,	dass	TKM	einen	stärkeren	Einfluss	auf	die	Migration	von	MSC	ins	Glioblastom	hat	
als	VEGF-A	und	dass	an	der	Lokomotion	durch	TKM	noch	weitere	Stoffe	neben	VEGF-A	
eine	 Rolle	 spielen	 (Birnbaum	 et	 al.,	 2007).	 Knochenmarkstammzellen	 sind	 an	 der	
Angiogenese	sowie	der	Vaskulogenese	beteiligt,	wie	Lyden	und	Kollegen	zeigen	konnten.	
Durch	 die	 Blockierung	 von	 VEGF	 wurde	 die	 Migration	 von	 VEFGR-1	 und	 VEGFR-2	
positiven	Zellen	aus	dem	Knochenmark	vermindert.	Dadurch	konnte	eine	Reduktion	im	
Wachstum	 und	 der	 Angiogenese	 im	 nicht	 glialen	 Tumor-Mausmodel	 nachgewiesen	
werden	(Lyden	et	al.,	2001).		
	
In	 den	 Färbungen	 der	 MSC	 ohne	 Inkubation	 mit	 TKM	 konnte	 in	 dieser	 Arbeit	 eine	
schwache	 Expression	 von	 Prox-1,	 VEGFR-3	 und	 Podoplanin	 an	 einigen	 der	 Zellen	
nachgewiesen	 werden.	 Dies	 lässt	 darauf	 schließen,	 dass	 auch	 ohne	 Einwirkung	 von	
Lymphangiogenese	 fördernden	 Faktoren,	 eine	 Subpopulation	 von	 Zellen	 im	
Knochenmark	 diese	 Marker	 exprimiert.	 Salven	 und	 Kollegen	 beschrieben	 eine	
Subpopulation	von	Stamm-	und	Progenitorzellen,	die	VEGFR-3	neben	anderen	Markern	
exprimierten	 und	 denen	 eine	 Rolle	 in	 der	 Lymphangiogenese	 sowie	 Angiogenese	
zugeschrieben	wird	(Salven	et	al.,	2003).	Podoplanin	wird	wie	von	Lee	beschrieben	auf	
einer	Subpopulation	von	aus	dem	Knochenmark	isolierten	Stammzellen	exprimiert.	Diese	
Zellen	 scheinen	 mögliche	 Lymphendothel-Progenitorzellen	 zu	 sein	 (Lee	 et	 al.,	 2010).	
Prox-1	wiederum	ist	ein	Transkriptionsfaktor	und	spielt	eine	Rolle	in	der	Expression	der	
genannten	Marker	Podoplanin	und	VEFGR-3	(Hong	et	al.,	2002).		
	
Gröger	 und	 Kollegen	 haben	 beschrieben,	 dass	 es	 nach	 Inhibition	 von	 IL-3	 zu	 einer	
Reduktion	der	Expression	von	Prox-1	und	Podoplanin	auf	Lymphendothelzellen	kommt.	
Ferner	konnte	gezeigt	werden,	dass	es	durch	Induktion	von	Prox-1	auf	Blutendothelzellen	
Diskussion	
	 40	
zur	Expression	von	Lymphendothelzell-Markern	wie	VEGFR-3	und	Podoplanin	kommt	
(Groger	et	al.,	2004).	IL-3	hat	einen	Einfluss	auf	die	Proliferation	und	Differenzierung	von	
hämatopoetischen	Stammzellen	(Khapli	et	al.,	2003)	und	scheint	ferner	einen	Einfluss	auf	
die	 Expression	 von	 lymphspezifischen	 Markern,	 vor	 allem	 Prox-1,	 auf	
Lymphendothelzellen	 zu	 haben.	 Davon	 ausgehend,	 dass	 IL-3	 einen	 Einfluss	 auf	 die	
Expression	von		Prox-1	und	dadurch	auch	auf	die	Expression	von	Podoplanin	und	VEGFR-
3	hat,	wurden	in	dieser	Arbeit	die	MSC	mit	IL-3	inkubiert.	Die	gesteigerte	Expression	der	
Marker	 wurde	 nach	 2	 Tagen	 immunhistologisch	 untersucht.	 Es	 konnte	 eine	 positive	
Expression	von	Prox-1,	Podoplanin	und	VEFR-3	nachgewiesen	werden.		
In	Zusammenschau	der	Ergebnisse	und	ihrer	Bedeutung	im	wissenschaftlichen	Kontext	
trägt	diese	Arbeit	zum	Verständnis	der	Glioblastombiologie	bei	und	beschreibt	Faktoren	
die	einen	Einfluss	auf	die	Angiogene	und	Lymphangigene	zu	haben	scheinen	und	mögliche	
Angriffspunkte	für	zukünftige	Therapieansätze	darstellen	könnten.	
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6 Zusammenfassung 
Die	Lymphangiogenese	spielt	 in	der	Ausbreitung	und	Malignität	einiger	Tumoren	eine	
wichtige	 Rolle.	 Das	 ZNS	 ist	 frei	 von	 Lymphgefäßen,	 dennoch	 konnten	
lymphgefäßspezifische	 Marker	 im	 Glioblastom	 nachgewiesen	 werden.	 In	 der	
vorliegenden	Arbeit	wurde	zum	einen	die	Expression	der	lymphangiogenese-spezifischen	
Marker	VEGFR-3,	Podoplanin,	LYVE-1	und	Prox-1	an	Gewebeschnitten	des	Glioblastoms	
untersucht,	zum	anderen	der	Einfluss	sezernierter	Faktoren	von	Tumor-konditioniertem	
Mediums	 auf	 die	 Expression	 von	 Lymph-Angiogenese-spezifischen	 Markern	 in	
mesenchymalen	Stammzellen.	Es	konnte	gezeigt	werden,	dass	es	erst	nach	einigen	Tagen	
zu	einer	Zunahme	der	lymphspezifischen	Marker	VEGFR-3,	Podoplanin,	LYVE-1	und	Prox-
1	in	MSC	durch	die	Inkubation	mit	TKM	kommt.	In	Glioblastomgewebeschnitten	konnte	
die	Expression	der	beschriebenen	Lymphmarker	VEGFR-3,	Podoplanin,	LYVE-1	und	Prox-
1	 im	Bereich	der	Gefäße	nachgewiesen	werden.	Die	Ergebnisse	deuten	daraufhin,	dass	
mesenchymale	 Stammzellen,	 nach	 einer	 eventuellen	 Rekrutierung	 durch	 den	 Tumor,	
induziert	durch	sezernierte	Faktoren,	zum	lymphangiogenen	Phänotyp	des	Glioblastoms	
beitragen.	
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